Sunus

Hayvancilik sektorii bakimindan biiyiik bir potansiyele sahip
olan iilkemizde bazi hayvan hastaliklarinin mevcudiyeti 6nemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hastaliklarla miicadelede
veteriner teshis ve analiz laboratuvarlarinda hizli ve giivenilir teshis
yapilmast erken tedbir alinmasi agisindan son derece 6nemlidir.
Bu kapsamda veteriner teshis ve analiz laboratuvarlarinin alt
yapilar1 biitce imkanlar1 dogrultusunda siirekli iyilestirilmeye
caliglmaktadir. ~ Caligmalar ~ sonucunda,  Avrupa  Birligi
entegrasyonu icerisinde ulusal referans laboratuvar olusturulmus ve
Bakanligimiz Teshis ve Analiz Laboratuvarlarinin akreditasyonlar:
gerceklestirilmistir.

Son yillarda diinyada ve iilkemizde yeni hastaliklarin goriilmeye
baslamasi ve teknolojik gelismelere paralel olarak hastaliklarin
teshisinde yeni metotlar kullanilmaya baslanmistir. Gerek
tilkemizde kullanilan mevcut metotlarin gerekse uluslararasi kabul
gdrmiis yeni teshis metotlarinin tekrar gozden gecirilerek standart
operasyon prosediirlerin giincellenmesi amaciyla Bakanligimiz
yetkilileri, Veteriner Fakiiltesi Ogretim Uyeleri ve Enstitii
Uzmanlarmin koordineli olarak ¢alisacaklar: alt1 adet komisyon
olusturulmustur. Olusturulan komite tiyelerinin 6zverili calismalar:
sonucunda teshis metodu standart operasyon prosediirlerine son
hali verilmis ve tiim komisyonlarin ¢aligmalar1 bir araya getirilerek
“Teshiste Metot Birligi Kitab1” olusturulmustur. Tim Kamu ve
Ozel Veteriner Teshis ve Analiz Labaratuvarlar1 bu kitapta yer
alan bilimsel komitenin onayin1 almis teshis ve analiz metotlarin:
kullanacak ve bu suretle teshiste metot birligi saglanacaktir.

Gerek BakanlhigimizLaboratuvarlarindavegerekse Bakanligimizdan
ruhsatl Veteriner Teshis ve Analiz Laboratuvarlarda yayimlanmis
olan bu metotlar uygulanacak olup, analiz sonuglar1 ulusal referans
laboratuvarlar tarafindan dogrulandiktan sonra gegerli olacaktir.
Bilimsel komite iiyeleri belli zamanlarda bir araya gelip, gelismeleri
takip ederek biinyelerinde ¢aligmalarina devam edecek ve yeni
gelistirilen metotlarin mevcutkitabailavesiyle kitabin giincellenmesi
temin edilecektir. Yeni gelistirilen veya ilk defa kullanilacak bir
metodun Standart Operasyon Prosediirii olusturulup bilimsel
komitenin onayindan gegtikten sonra kullanilmaya baglanacaktir.
AB miiktesebatina uyumlagtirma ¢alismalarmin aktif olarak
yuritildigi bu giinlerde, Genel Midiirliigiimiiz, Veteriner
Fakiiltesi Ogretim Uyeleri ve Enstitii Uzmanlarinin gayretli
calismalar1 sonucu hazirlanan Teshiste Metot Birligi kitabinin
tilkemize yararli olacagini umuyor ve bu konuda emegi gecenlere
tesekkiir ediyorum.

Dr. M. Mehdi EKER
Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakan
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SAP HASTALIGI (FOOT AND MOUTH
DISEASE)’NIN HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Basta sigirlar olmak iizere biiyiik ve kiiciik ruminantlarda Sap Hastaligi (Foot and Mouth
Disease) nin yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Sap Hastalig1 (Foot and Mouth Disease): Etken Picornavirus grubundan Aphtovirus alt gruplaridir.
Virusun esas giris ve primer ¢ogalma yeri iist solunum yollar: ve 6zellikle farinkstir. Burada bir
primer aft olusur ve 3-8 giin stiren bir inkiibasyon ile cogalarak 4-5 giin siiren bir viremiye neden
olur. Viremiyi takiben virus, agiz boslugu, o6zellikle dil, meme derisi ve interdigital dokulara
yerleserek burada vezikiillerin olusumuna neden olur.

Hastalik yiiksek ates ve istahsizlikla baglar. Atesin 2-3. giiniinde bezelye-nohut biiyiikliigiinde
vezikiiller sekillenir. Bu arada agizdan iplik tarzinda uzayarak akan salya baslar. Hastalig1 atlatanlar
2-4 y1l bagisiktir ve 6 ay portor olabilirler. Hastaligin morbiditesi yiiksek, mortalitesi degiskendir.

Vezikiillere dudaklarin i¢ kisimlarinda, dis etlerinde, yanaklarda, sert damakta, dilde, dilin 6zellikle
enlemesine 6n 2/3’nin dorsal ve dorsalateralinde, burun, merme ve burun delikleri ¢evresinde,
memede, tirnak bolgesinin korium koronariyumunda, 6n midelerde rastlanir. Vezikiiller sindirim
hareketleri ile yirtilir ve yerlerinde erozyonlar kalir. Erozyonlar sekonder bakteriyel bir enfeksiyon
meydana gelmezse 5 giinde iyilesebilirler.

Geng hayvanlarda myokarditis gelisebilir. Myokarditis vezikiil olusmadan, bazen de vezikiil
olusumu ile birlikte goriilebilir. Myokarditise ilgili lezyonlar, ventrikiiler kaslarda, 6zellikle M.
papillarislerde, etrafi hiperemik hafif soluk, nekrotik alanlar seklinde ortaya ¢ikar. Bu alacali
goriiniise kaplan postu manzarasi denir. Myokarditis olaylarmda akut kalp yetmezliginden dolay:
mortalite oran1 oldukga yiiksektir. Myokarditis sonucu gelisen 6liimlerde viremiye ilgili olarak,

12 TESHISTE METOT BIRLIGI
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kadavrada dogal deliklerden kan sizintis1 olabilir, kanda pihtilasma bozukluklar: vardir.

Koyun ve kegilerde lezyonlar, daha ¢ok dis dipleri ile dilin arka ve dorsal kesiminde olup genellikle
vezikiil olugsmadan eroziv-iilseratif karakterdedir. Tipik vezikiillere tirnak aralarinda rastlanir. Bu
nedenle akut salginlarda belirgin topallik goriiliir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Sap hastaliginin yaklagimsal histopatolojik teshisi i¢in gerekli mikroskobik bulgular1 agiklamaktr.

7. TEST METODUNUN TANIMI

%10’ luk notral bufferl formalin soliisyonunda tespit edilen lezyonlu agiz mukozasi kisimlari
(dil,dudak, yanaklar, damak), tonsiller ve kalp rutin doku isleme yontemlerine gore islenerek
hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, HE boyast ile boyanir ve 151tk mikroskobunda
muayene edilir.

7.1. Materyal
Lezyonlu agiz mukozasi kisimlari (dil, dudak, yanaklar, damak), tonsil ve kalp incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi
Mikrotom

Su Banyosu

Etiv

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40 formaldehid

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fosfat dibazik (anhidr6z)
Dereceli alkoller (60° 70° 80°, 96°)
Absolut alkol 100°

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asit

Entellan

www.tarim.gov.tr 13
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%10’luk nétral bufferli formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 1.0g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:

Lezyonlu agiz mukozasi kisimlari (dil, dudak, yanaklar, damak) ve tonsiller, %10’luk nétral bufferl
formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
[] Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
[] Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan armndirihr.

[J Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gecirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden armndirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

[] En son parafin kaplarina gecen doku drnekleri, Doku Gémme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinliginda kesitler alinarak fazla nemi
uzaklastirmak icin 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

14 TESHISTE METOT BIiRLIGI
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7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmas::
Daha sonra kesitler HE ile boyanarak iizerlerine lamel kapatilir.
Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak tizere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kablarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir
ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80°, 70°)gecirilerek her birinde 1er dakika olmak tizere
dehidre edilir.

Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanr.

70°den baslayarak her birinde 2%ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gegirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden armdirilir ve seffaflandirilir.

11. Uzerlerine lamel yapigtirilir.

2. Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.

3. Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.
4. Cesme suyunda yikanur.

5. Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

6. Cesme suyunda yikanir.

7.

8.

9.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

HE ile boyanan doku kesitlerinde; agiz mukozasinda 6zellikle Str. spinosum tabakasinda yaygin
spongiosis sekillenir. Yer yer epitel hiicreleri nekroze olur. Nekrotik hiicrelerin sitoplazmalari
koagiile ve eozinofiliktir. Mikro ve makrovezikiiller olusur. Lamina propria ve dermiste yangisal
hiicre infiltrasyonlar1 dikkati ¢eker. Yavrularda kalp kasinda hiyalin dejenerasyonu ve nekroz
(Zenker dejenerasyonu ve nekrozu) ile lenfosit infiltrasyonlar goriiliir.

8. ILGIL DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
[0 OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.01.05_FMD.pdf

[] Brown, C.C., Baker, D.C., Barker, LK. (2007) Alimentary System, In: Jubb, Kennedy, and Palmer’s
Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders, Edinburg, London,
Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:2, p. 135-137.

[ Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-39.
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BRUSELLOZIS (BRUCELLOSIS)IN
HiSTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Ruminantlarda (6zellikle sigir, koyun ve kegilerde) agirlikli olarak genital sistemde etkili olan, gebe
hayvanlarda abort yapan ve zoonoz olan Brusellozun yaklagimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Brusellozis (Brucellosis): Brucella cinsi bakteriler kii¢iik, Gram-negatif basil ya da kokobasillerdir.
Bakteriler hiicre icinde yasar ve hayvanlarda kronik enfeksiyonlara yol agarlar. Persiste ya da

tekrarlayan bakteremilerde tipik olarak abortus sekillenir.

Sigirlarda enfeksiyon kaynagi atik fotiis, plasenta ve bulagik uterus akintisidir. Enfeksiyon genellikle
sindirim kanal1 yoluyla olur. Vagina, konjunktiva ve deri yoluyla da enfeksiyon olusabilmektedir.
Koital enfeksiyona rastlanirsa da bu enfeksiyon sekli cok goriilmez; 6zellikle kronik olgularda, akut
olgulara oranla spermada daha az etken bulunur. Enfekte bogalardan alinan sperma ile yapilan
suni tohumlamalarla da hastalik bulasabilmektedir. Enfeksiyonun bulagma sekline bakilmaksizin
hastaligin gelismesinde hayvanin yasi, gebe olup olmayis, kalitsal direnci, etkenin dozu ve viriilensi
6nem tagimaktadir. Cinsel olgunluga ulasma yasina kadar geng hayvanlar ayni yollarla ve bulagik
siitle enfekte olurlar, ancak birkag ay i¢inde hastalig atlatirlar.

Mikroorganizmalar viicuda girdikleri yere yakin lenf diigtimlerine hizla ulagir ve akut lenfadenitise
yol agarlar. Lenf diigtimleri biiyiir, hiperplastik olur, mediiller kanamalar sekillenir.

Tekrarlayan bakteremiler sonu etkenler bircok dokuya yayilir ve lokalize olurlar. Etkenler disilerde
dalak, meme bezleri, meme lenf diigtimleri ve gebe uterusta; erkeklerde ise lenfoid dokular, testis
ve eklenti bezlerinde yerlesirler.
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Disi hayvanlarda, etken gebe endometriuma ve fotal plasentaya affinite gosterir. Enfekte gebe
uterusun dis goriiniisii normaldir. Bazen plasenta da az ¢ok normal goriiniiste olur. Tipik olarak,
kotiledonlar arasindaki alanlarda endometrium ve korion arasinda kokusuz, kirli sar1 renkte, az
gok yapiskan ve siimiigiimsii bir eksudat toplanir. Eksudatin icinde grimsi sar1 renkte doku artiklar:
bulunur. Yavru zarlar1 ve gobek kordonu 6demlidir.

Plasentada goriilen lezyonlar uniform olmazlar. Kimi kotiledonlar az ¢cok normal olduklar1 halde
digerleri nekrotik olur. Kotiledonlar arasindaki plasentada da lezyonlarin siddeti degisik olur.
Kotiledonlara yakin olan kisimlarda lezyonlar daha belirgindir. Lezyonlu bolgelerde plasenta
sarimtirak jelatindz infiltrasyon nedeniyle kalinlagir, mat ve sert bir durum alir. Normalde diiz ve
parlak olan plasenta sarimtirak gri renkte bir deri gériintimiindedir. Plasentanin iistiinde pihtilagmis
eksudat parcalar1 ve dokiilmiis epitel hiicreleri toplanir. Lezyonlu kotiledonlarin tiimiinde ya da bir
kisminda nekroz sekillenir. Kivamlar1 yumusar ve sarimtirak gri bir renk alrlar. Kotiledonlarin
lizerini yapiskan, kokusuz ve kahverenginde bir eksudat orter.

Fotiis gogunlukla 6demlidir ve deri altinda kanl bir siv1 toplanir. Fotiisiin normal abomazum igerigi
saydam, kalinca ve yapiskandir; brusellozda igerik ¢ok bulanik, limon sarist renginde ve pihtili
olur. Bu hastalikta fotiista goriilen en 6nemli lezyon pnémonidir. Akciger makroskobik olarak
normal goriilebilirler, ancak histolojik bakida bronsitis ve bronkopnémoni odaklarina rastlanir.
Siddetli olgularda akciger biiyiir ve toraksin seklini alir. Palpasyonda serttir. Plora hiperemik ya da
hemorajik olur ve iizerinde sar1-beyaz renkte fibrin iplikleri toplanir.

Erkek hayvanlarda akut nekrotik orsitis goriiliir. Testis oldukea biiylimiistiir. Tunika vaginalis
boslugu fibrinopurulent eksudatla genisler; parietal ve viseral tunikalarin yiizeyleri {izerinde nemli
sar1 renkli fibrinin olusturdugu kalin tabaka birikir. Testis ve epididimiste makroskobik olarak
nekroz sekillenir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Ruminantlarda Brusellozis'in yaklagimsal histopatolojik teshisi i¢in gerekli mikroskobik bulgulari
aciklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Uterus, plasenta, fétiise ait dokular, lenf diigiimii ve testis gibi organ ornekleri, %10°luk nétral
bufferl: formalin soliisyonunda tespit edilir. Tespit edilen 6rnekler, daha sonra rutin doku isleme
yontemlerine gore islenir ve hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, Hematoksilen-
Eosin (HE) boyasi ile boyanarak 151tk mikroskobunda muayene edilir.

7.1. Materyal
Uterus, plasenta, fotiise ait dokular, lenf diigiimii gibi organ 6rnekleri incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi
Doku Gémme Cihazi

Mikrotom

Su Banyosu

Etiv

Boyama seti / Boyama Cihazi
Isik mikroskobu
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7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40 formaldehid

Sodyum fosfat monobasic
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60° 70° 80°, 96°)
Absolut alkol 100°

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asid

Entellan

%10’luk notral bufferl formalin soliisyonu

9%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobasic 40¢g
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asid, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:
Doku 6rnekleri, %10°luk nétral bufterh formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
« Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.

+ Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

o Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden armdirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)

18 TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 um kalmhginda kesitler aliarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:
Daha sonra kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyanarak tizerlerine lamel kapatilir.
Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kablarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir
ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80°, 70°) gegirilerek her birinde 1er dakika olmak iizere
dehidre edilir.

Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70%den baslayarak her birinde 2%ser dakika olmak tizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinur.

10. Ksilol kablarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.
11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

2. Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.

3. Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.
4. Cesme suyunda yikanur.

5. Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

6. Cesme suyunda yikanir.

7.

8.

9.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

En belirgin mikroskobik lezyonlar fotiisiin i¢ organlarindadir. Fotiiste hafif ya da siddetli
kataral bronkopnémoni ve fibrinli pnémoninin degisik derecelerine rastlanir. Yangisal hiicreler
monontikleardir, baz1 alanlarda olgun ve olgunlasmamus nétrofil l6kositlere de rastlanir. Fotiiste
ayrica, arterlerde (6zellikle akciger damarlarinda) nekrotik arteritise ve lenf diigtimleri, karaciger,
dalak ve bobreklerde fokal nekroz odaklari ile dev hiicreli graniilomlara rastlanur.
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Lenf digiimlerinde sinuslar nétrofil ve eozinofil 16kositler ile infiltredir. Germinal merkezler
belirginlesir. Medulla sinuslarinda giderek plazma hiicreleri toplanir. Etkenler bazen sinovial
dokularda yerleserek purulent tendovaginitise, artritise ya da bursitise yol acarlar.

Odemli olan plasentanin stromasinda gok sayida mononiiklear hiicre ve az olarak da nétrofiller
toplanir. Korionik epitel hiicreleri bakterilerle doludur. Bu epitel hiicrelerinin ¢ogu uterus-korion
bosluguna dokiiliir. Plasentomlarin tizerinde plasentitis sekillenir. Plasentanin villuslar arasindaki
kisminda siddetli bir yang1 goze ¢arpar.

Enfeksiyonun baslangicinda endometriumda ¢ok az degisiklik goze carpar. Zona bazalis'te lenfosit
ve plazma hiicrelerinde artis olur ve epitelioid hiicrelerden olusan mikroskobik graniilomlara
rastlanir. Baglangicta karunkiiller arasindaki epitel normaldir. Sonradan siddetli bir endometritis
sekillenir.

Nekrotik orsitis brusellozisin karakteristigidir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[J OIE(2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.int/
fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.04.03_BOVINE_BRUCELL.pdf http://www.
oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.07.02_CAPRINE_OVINE_BRUC.pd
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.07.09_OVINE_EPID.pdf

[J Schlafer, D.H., Miller, R.B. (2007) Female Genital System. In: Jubb, Kennedy, and Palmer’s
Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders, Edinburg,
London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:3, p. 484-489.

[0 Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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MAVI DIL HASTALIGI (BLUETONGUE)’NIN
HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Ozellikle koyunlar basta olmak iizere, kegilerde, sigirlarda, yabani ruminatlarda ve develerde Mavi
Dil Hastaligrnin yaklagimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI
Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari igin gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR
Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan 6zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢alisma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Mavi Dil Hastaligi (Bluetongue): Orbivirus grubundan Reovirus’larin olusturdugu, akut seyirli,
yliksek ates, dolagim bozukluklari, oral ve nazal mukozalarda 6dem, hiperemi ve iilserasyonlarla
karakterize viral bir hastaliktir. Mavi dil 6zellikle koyunlar basta olmak iizere kegilerde, sigirlarda,
yabani ruminatlarda ve develerde goriiliir. Koyunlarda merinos irki daha duyarlidir.

Virus, Clucoides spp. tiirii sivrisineklerle aktarilir. Genellikle yaz sonlarinda ve sonbahar aylarinda
goriliir. Virus, sinek 1sirmasindan sonra bolgesel lenf diigiimleri ile dalakta cogalir, viremi sekillenir,
daha sonra arteriol, veniil ve kapillarlarda sekunder enfeksiyon sekillenir.

Perakut veya akut formda yiiksek atesle baslar, ategle birlikte oral ve nazal mukozalarda kizariklik ve
akinti ile dudakta ve dilde emme hareketleri goriiliir. Bu agamada dudakta, dilde 6dem ve siyanotik
renk degisikligi goriiliir. Siyanozun nedeni 6zellikle veniillerdeki mikrovaskiiler trombozlardir. Dil
siskin ve disaridadir. Ag1z mukozasinda 6nce ekimoz ve petesiler, sonra erozyon ve tilserler gelisir.
Ag1z mukozasindaki erozyon ve iilserler muntazam ve uzunlamasinadir. Lezyonlar en ¢ok yanak
mukozasi ve dil kenarlaria yerlesir. Dil gangrenli bir hal alabilir.

Ayaktalaminitis ve buna ilgili topallik vardir. Korium koranaryum bolgesinde konjesyon belirgindir.
Hastalig: atlatanlarda bu bolgede birbirine paralel kahvemsi ¢izgiler meydana gelir. Hastalik ¢
hafta veya daha fazla siirer.

Nekropsideagizdakilezyonlarin yanisira, kalbin sol ventrikulusunda, myokardin gesitli bolgelerinde,
oOzellikle muskulus papillarisde derin nekrozlar vardir. A. pulmonalisin baslangi¢ kisminin media
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tabakasinda sekillenen 1 cm genisliginde 2-3 cm uzunlugundaki fokal kanamalar karakteristiktir.
Benzeri kanamalar, Aort'un ¢ikis yerindeki subepikardial ve subendokardial bolgelerde de goriiliir.

Akcigerlerde konjesyon ve 6dem ile farinks ve larinkste 6dem ve petesiyal yada ekimotik kanamalar
vardur.

Farinks ve 6zofagusdaki myodejenerasyonlar disfaji ve regurgitasyona neden olur ve bununla ilgili
olarak da aspirasyon pnémonisi meydana gelebilir.

Gebe hayvanlarda plasentay1 gegen virus, fotiista akut nekrotik meningoencephalitise neden olarak
teratojenik etki gosterir.

Virus fotiisii gebeligin ilk 1/3’inde etkilerse hidranensefali, porensefali, retinal displazi ile birlikte
bu hayvanlarda artrogripozis; ikinci 1/3’lik donemde etkilerse porensefali; son 1/3’inde etkilerse
hafif fokal meningoensefalitis sekillenir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Mavi Dil Hastaligrnin yaklasimsal histopatolojik teshisi icin gerekli mikroskobik bulgulari
aciklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

%10’luk nétral bufferl formalin soliisyonunda tespit edilen lezyonlu ag1z mukozas: kisimlar: (dil,
dudak, yanaklar, damak) ve tonsiller, rutin doku isleme yontemlerine gore islenerek hazirlanan
parafin bloklardan alinan doku kesitleri, HE boyasi ile boyanir ve 15tk mikroskobunda muayene
edilir.

7.1. Materyal
Lezyonlu doku 6rneklerinden 6zellikle dil, dudak, yanaklar, damak, tonsil ve kalp incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi
Doku Gémme Cihazi

Mikrotom

Su Banyosu
Etiv

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
9%37-40 formaldehid

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol 100°

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
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Lityum karbonat

Hidroklorik asit

Entellan

%10’luk nétral bufferh formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:

Lezyonlu agiz mukozas: kisimlari (dil, dudak, yanaklar, damak), %10’luk nétral bufferl: formalin
soliisyonunda tespit edilir.

7.2.1.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.

 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

« Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gémiilerek
sogutulur.
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7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinhginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:
Daha sonra kesitler HE ile boyanarak tizerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, once 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklagtirilir
ve strastyla dereceli alkollerden (96°, 80°, 70°)gecirilerek her birinde ler dakika olmak iizere
dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.

Cesme suyunda yikanir.
Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

Cesme suyunda yikanir.
Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den baglayarak her birinde 2'ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.
11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

O X NN

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Mikroskobik olarak agiz mukozasinda eroziv ve iilseratif degisiklikler dikkati ceker. Ayrica lezyonlu
bolgelerdeki arteriol ve veniillerde tromboz, dem ile kanamalar vardir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
[J OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.01.03_BLUETONGUE.pdf

[ Brown, C.C., Baker, D.C., Barker, LK. (2007) Alimentary System. In: Jubb, Kennedy, and
Palmers Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders,
Edinburg, London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:2, p. 159-162.

[J Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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PARATUBERKULOZIS (PARATUBERCULOSIS,
JOHNE’S DISEASE)’IN HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Basta sigir, koyun ve kegiler olmak {izere evcil ve yabani ruminantlarda Paratiiberkiilozis'in
(Paratuberculosis, Johne’s Disease)’in yaklagimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari igin gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmas: gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin
ZN: Ziehl-Neelsen

Paratiiberkiilozis (Paratuberculosis): Gevis getirenlerin bir hastalig1 olup Mycobacterium avium
paratuberculosis tarafindan olusturulur. Hastalik domuz ve atlarda da deneysel olarak meydana
getirilmistir; spontan hastalik ender olarak tek tirnaklilarda goriiliir. Enfeksiyona duyarlilik
acisindan kritik yas 6 aydir. Ancak hastalik ¢ogunlukla 2 yasindaki ya da daha yash sigirlarda
goriiliir.

Alimenter yolla alinan etkenler, mukozay1 gegerek makrofajlarda ¢ogalir. Bakterilere baglangicta
Peyer plaklarinda rastlanir. Her ne kadar en belirgin lezyonlara ileum, kalin bagirsak ve bolge lenf
diigiimlerinde rastlanirsa da para generalize bir hastaliktir. Hastaligin tipik klinik bulgusu siddetli
ve siv1 seklinde ishal olup diski kintisiz disar1 atilir. Klinik bulgular siireklilik gostermeyebilir
ve zaman zaman bulgular kaybolur ya da geriler. Hayvanlarda istiha normal olmasmna karsin,
zayiflama progresiftir ve hastalik 6liimle sonuglanir.

[lerlemis olgularda, nekropside ileri derecede zayiflama, kaslarda kiiciilme, yag depolarinda serdz

atrofi, intermandibular 6dem ve viicut bosluklarinda siv1 birikimi goze carpar. Bagirsakta ve ilgili
lenf diigiimlerinde spesifik lezyonlar goriiliir.

Bagirsakta lezyonlara duodenumdan rektuma kadar rastlanabilir. fleumun son kisminda ve kalin
bagirsaklarin baslangicinda lezyonlar daha belirgindir. Bagirsak mukozas: diffuz olarak kalinlagir
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ve enine kivrimlar gosterir. Mukoza kalinlasmast iyi gelismisse kivrimlar cekmekle diizeltilemez.
Mukoza kivrimlarinin iist kenarlari konjesyon ya da petesial kanamalar nedeniyle kirmizi renktedir
ve mukoza bir kadifeyi andirir. Mezenterik lenf diigtimleri, 6zellikle ileosekal olanlar daima biiytir,
soluk goriiniigte ve 6demli olur. Lenfangitis yaygindir. Lenf damarlar1 kalin bir kordon seklinde
bagirsak serozasindan mezenterik lenf diigtimlerine kadar uzanir. Cogu zaman goriilebilen tek
lezyon lenfangitistir. Bu 6zel bir degisiklik olup nekropside hastaligin tanisina yardimei olur.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Evcil ve yabani ruminantlarda Paratiiberkiilozis'in yaklagimsal histopatolojik teshisi icin gerekli
mikroskobik bulgular: agiklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Cok sayida farkh bagirsak kisimlar: (6zellikle terminal ileum ve ileosekal valviil olmak iizere
jejunum, duodenum, sekum, kolon, rektum) ve mezenteryal lenf diigiimleri %10 nétral bufferl:
formalin soliisyonunda tespit edilir. Daha sonra rutin doku isleme yontemlerine gore islenerek
hazirlanan parafin bloklardan alinan doku Kkesitleri, patognomonik Paratiiberkiiloz lezyonlari
yoniinden HE ve aside direngli bakteriler yoniinden ZN boyama metotlar: ile boyanarak 151k
mikroskobunda muayene edilir.

7.1. Materyal

Nekropside makroskobik olarak kalmlasma ve kivrimlanma tespit edilen ya da siiphelenilen
bagirsak kisimlari ile mezenteryal lenf diigiimleri incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi
Doku Gémme Cihazi

Mikrotom

Su Banyosu
Etav

Boyama seti/ Boyama cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40 formalin

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fostfat dibasik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60° 70° 80°, 96°)
Absolut alkol 100°

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat
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Hidroklorik asit
Entellan

Fenol kristal
Bazik fuksin
Sulfiirik asit
Metilen mavisi

%10’luk notral bufferli formalin soliisyonu
%37-40 formalin
Distile su

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz)

Doymus Lityum karbonat
Lityum karbonat
Distile su

%1 Asit alkol soliisyonu
Alkol %70

Hidroklorik asit, konsantre

Carbol fuksin soliisyonu

Fenol kristal (¢oziilmiis)
Alkol, %100

Bazik fuksin

Distile su

Kullanimdan once filtre edilir.

%1 Siilfiirik asit soliisyonu
Sulfurik asit, konsantre
Distile su

Metilen mavisi soliisyonu (stok)

Metilen mavisi
Alkol, %96

Metilen mavisi soliisyonu (¢calisma)
Metilen mavisi soliisyonu (stok)

Cesme suyu

T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

100.0 ml
900.0 ml
40g
65¢g

10g
100.0 ml

1000.0 ml
10.0 ml

2.5mlL
5.0 ml
0.5 gr.

50.0 ml.

1.0 ml
100.0 ml

l4g
100.0 ml

10.0 ml
90.0 ml
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7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1. Dokularin Tespiti:

Lezyonlu bagirsak kisimlart ve mezenteryal lenf diigiimleri, %10’ luk notral bufferli formalin
soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2. Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.

 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan armdirihr.

o Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gémiilerek
sogutulur.

7.2.3. Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinhginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak icin 56°-60”lik etiivde kurutulur.

7.2.4. Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:

Daha sonra kesitler Hematoksilen-Eosin boyasi ve Ziehl-Neelsen boyama teknigi ile boyanarak
tizerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak
parafin uzaklastirilir. Iki adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol
uzaklastirilir ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80°, 70°) gegirilerek her birinde 1er dakika
olmak iizere dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
. Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanir.
4. Cesme suyunda yikanir.
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Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

Cesme suyunda yikanur.

Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.

Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den basglayarak her birinde 2’ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.
11. Uzerlerine lamel yapigtirilir.

o o N w9

Doku kesitlerinde Ziehl-Neelsen Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, distile suya kadar ksilol ve dereceli alkol serilerinden gegirilerek parafinden
arindirilir ve dehidre edilir.

Karbol fuksin soliisyonunda 30 dakika boyanur.

Cesme suyunda iyice yikanur.

Kesitler agik pembe oluncaya kadar asit alkol soliisyonunda dekolore edilir.
Cesme suyunda 8 dakika yikanir.

Kesitler, agik mavi oluncaya kadar ¢alisma metilen mavisi soliisyonunda boyanur.
Cesme suyunda yikanir ve distile suda calkalanir.

Dereceli alkol serileri, absolut alkol ve ksilollerden gegirilir.

O 0 N Uk W

Uzerlerine lamel yapigtirilir.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Karakteristik mikroskobik degisiklik graniilomat6z transmural enteritistir Makroskobik
lezyonlarin hafif oldugu ya da segilemedigi olgularda, lamina propriada lenfosit, plazma hiicresi
ve eozinofillerin diffuz infiltrasyonu goriiliir. Az sayida makrofaj bulunabilir. En karakteristik
degisiklik ise submukoza ile submukozal ve mezenterik lenf damarlarinda lenfosit ve plazma hiicre
infiltrasyonudur.

Tipik olgularda villuslar az ¢ok atrofiye ugrar. Villuslarda ve lamina proprianin alt kisimlarinda
fokal ya da diffuz dagilim gosteren makrofajlara rastlanir. Dev hiicreleri goriilebilir. Yangisal hiicre

infiltrasyonlar1 kriptleri birbirinden aywrir (Resim 1). Epitelioid makrofaj topluluklarina
submukozada da rastlanir. Sigirlarda kazeifikasyon ve kalsifikasyon hemen hemen hig gériilmez.

Paratiiberkiilozisde en belirgin degisikliklerden biri lenfangitistir. Baglangigta lenf damarlar
cevresinde lenfosit ve plazma hiicreleri toplanir ve lumende epitelioid hiicre kiimelerine rastlanir.
[lerlemis olgularda mezenterik lenf diigiimlerinde graniilomatoz lenfadenitis goriiliir.

Paratiiberkiilozisde etkenin izole edildigi organlar i¢inde yalnizca karaciger, karaciger lenf
diigiimleri ve ¢ok ender olarak bobrek ve akcigerde lezyonlar tanimlanmistir. Bunlar karakteristik

fokal graniilomlardir. Karacigerde portal araliklarda ve lobiiller iginde lenfosit ve epitelioid hiicre
topluluklarina rastlanir.

ZN ile boyanan doku kesitlerinde, agik mavi boyanmis zeminde epitelioid hiicreler ile Langhans
tipi dev hiicrelerin sitoplazmalarinda ya da ekstraseliiler olarak tek ya da kiimeler halinde kirmizi
renkli aside direngli bakteriler gozlenir.
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Resim 1. Dev hiicreleri (yildizlar) ve yangisal hiicre infiltrasyonlar (oklar), Paratiiberkiiloz,
[leum, HE, x400 (Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Arsivi).
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[0 Brown, C.C., Baker, D.C., Barker, I.K. (2007) Alimentary System, In: Jubb, Kennedy, and
Palmers Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders,
Edinburg, London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:2, p. 222-225.

[J Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
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9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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RIFT VADISI HUMMASI HASTALIGI (RIFT VALLEY
FEVER)’NIN HISTOPATOLOJiK TESHISI

1. AMAC

Afrikada gevis getirenlerde ve insanlarda goriilen Rift Vadisi Hummas: Hastaligi (Rift Valley
Fever)nin yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari igin gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmas: gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Rift Vadisi Hummasi (Rift Valley Fever): Afrikada gevis getirenlerde ve insanlarda goriilen
perakut ya da akut seyirli zoonotik bir hastaliktir. Phlebovirus genusunda yer alan ve tek bir serotipi
bulunan Bunyavirus tarafindan meydana getirilir. Culex ve Aedes cinsi sivrisinekler tarafindan
bulastirilir. Sigir, koyun ve kecilerde hastalik ¢ok siddetlidir. Gebe hayvanlarda abortusa ve yeni
doganlarda yiiksek mortalite oranlarina sebep olur. Gebe olmayan daha yash hayvanlar, enfeksiyona
duyarli olmalarina ragmen klinik hastaliga daha direnglidirler. Farkli irktan hayvanlarin hastaliga
duyarlilig: biiyiik ol¢tide degisir. Develerde enfeksiyon belirsiz olmasina karsin abortus oranlari
sigirlardaki kadar yiiksek olabilir. Mandalar da belirsiz enfeksiyon siiresince atik yapabilirler.

Insanlar, enfekte materyal ile temas yoluyla ya da sivrisinek 1siriklariyla enfeksiyona duyarlidir.
Nispeten kiigiik bir hayvan konak¢1 populasyonunun bulundugu iilkelerde vektorler tarafindan
insanlarin enfeksiyonu dikkat ¢ekici bir 6zelliktir. Boyle bolgelerde hastalik ilk olarak insanlarda
ortaya konabilir. Laboratuvar ¢alisanlarinda ciddi hastaliga neden oldugundan yiiksek seviye
biyogiivenlik altinda ¢alisiimalidir.

Epidemiler siiresince, insanlardaki hastalik ile birlikte geng hayvanlar arasinda ¢ok sayida abortus
ve Oltimlerin goriilmesi tipiktir. Kuzularda inkiibasyon siiresi 12- 36 saattir. 41°C ye varan bifazik
ates vardir ve 6liimden kisa siire dncesine kadar yiiksek kalir. Etkilenen hayvanlar hareket etmeye
ve yem yemeye isteksizdirler, yiizlek lenf diigitimleri siser ve abdominal agr1 vardir. Kuzular hastalik
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bulgularinin baslangicindan sonra nadiren 36 saatten fazla yasarlar. iki haftaliktan biiyiik hayvanlar
perakut ya da akut olarak 6lebilir ya da belirsiz bir enfeksiyon gelistirebilirler. Bazi hayvanlar melena,
kanl kétii kokulu diyare, kana boyanmis mukopurulent burun akintist gosterebilir. Tkterus bazen
ve Ozellikle sigirlarda goriilebilir. Bu bulgularin yanisira ergin sigirlar lakrimasyon, salivasyon ve
stitte bozulma gibi bulgular gosterebilir. Sigirlarda 6liim orani %10dan azdur.

Tim tiirlerde hepatik lezyonlar cok benzerdir. Atik f6tiis ve yenidogan kuzularda karaciger bitytimiis,
yumusak, sarimsi-kahveden diizensiz konjesyonlu yamalarla bezenmis koyu kirmizi-kahve renge
kadar degisir. Parankimde kolayca fark edilemeyebilen ¢ok sayida gri-beyaz renkli nekrotik
odaklar bulunur. Ergin koyunlarda lezyonlar daha az siddettedir. Toplu igne bas1 bityiikliigiinde
kirmizimsidan gri-beyaza kadar degisen nekrotik odaklar, parankim boyunca dagilmistir. Safra
kesesi duvarinda kanama ve 6dem yaygindir. Kuzularda karaciger lezyonlari, hemen her zaman
abomasum mukozasinda ¢ok sayida kiigiik kanamalarla eslik edilir. Ince bagirsak ve abomasum
icerikleri de kismen sindirilmis kandan dolay1 koyu ¢ikolata rengindedir. Tiim hayvanlarda dalak
ve perifer lenf diigiimleri biiytimiis, 6demli ve petesiler ile bezenmistir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Rift vadisi hummasi hastahigmin yaklagimsal histopatolojik teshisi icin gerekli mikroskobik
bulgulari agiklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Lezyonlu karaciger 6rnegi, %10’luk nétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilir. Tespit edilen
ornekler, daha sonra rutin doku isleme yontemlerine gore islenir ve hazirlanan parafin bloklardan

alinan doku kesitleri, HE boyasi ile boyanarak 151tk mikroskobunda muayene edilir. Histolojik doku
kesitlerinde; hepatositlerde dejenerasyon, nekroz, bazen kireglenme ve intranuklear eozinofilik
inkluzyon cisimciklerinin varlig1 aranir.

7.1. Materyal
Fokal nekrozlarin goriildiigii karaciger 6rnegi.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi
Doku Gémme Cihazi

Mikrotom
Su Banyosu
Ettv

Boyama seti / Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40 formaldehid

Sodyum fosfat monobasic
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz)
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Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol 100°

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyast
Lityum karbonat

Hidroklorik asid

Entellan

%10’luk nétral bufferli formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobasic 40¢g
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asid, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:

Lezyonlu karaciger 6rnegi, %10’Tuk notral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan armdirihr.

 Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)

www.tarim.gov.tr 33




‘ \ T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
o | TESHISTEMETOT BIRLIGI

Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gémiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinhginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak icin 56°-60"1lik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:
Daha sonra kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyanarak tizerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, dnce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak {izere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir
ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80° 70°)gegirilerek her birinde ler dakika olmak tizere
dehidre edilir.

Lityum karbonatlh suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den baglayarak her birinde 2’ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden geirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.

11. Uzerlerine lamel yapigtirilir.

2. Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.

3. Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.
4. Cesme suyunda yikanir.

5. Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinr.

6. Cesme suyunda yikanur.

7.

8.

9.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Histopatolojik muayenelerde; hepatik nekroz hayvan ve insanlarda en belirgin lezyondur. Sigir
ve koyunlarm yeni doganlari ve fotiislerinde, nekroz odaklari, fibrin ve yangisal hiicre infiltras-
yonu goriilebilir. Cogu hepatositlerde siddetli litik nekroz vardir. Karacigerin normal yapisi
kaybolur. Etkilenen karacigerlerin yaklasik %50%sinde intranuklear eozinofilik oval ya da ¢ubuk
sekilli inkluzyon cisimcikleri bulunur. Nekrotik hepatositlerde kire¢clenme de goriilebilir.
Yash hayvanlarda hepatik nekroz daha az diffuzdur. Ikterus koyunlarda kuzulardakinden

daha yaygindir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
[J OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.01.14 RVEpdf

[ Maxie, M.G., Youssef, S. (2007) Nervous System, In: Jubb, Kennedy, and Palmer’s Pathology of
Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 1st ed., Elsevier Saunders, Edinburg, London, Newyork,
Toronto, London, Sydney, Vol:1, p. 318-319.

[J Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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BOVINE SPONGIFORM ENCEPHALOPATHY
(BSE) VE SCRAPIE HASTALIKLARI’NIN
ELISA ILE TESHISI

1. AMAC

Sigirlarda Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) ile koyun ve kegilerde Scrapie Hastaliklari'nda
prion proteinlerinin, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) yontemi ile saptanmasidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari icin gecerlidir. BSE ve Scrapie hastaliklari icin hizli test
olarak kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR
Testin yapilmasindan sorumlu yo6netici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Hastalikli materyal ve saghiga zararl kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual,
Biosafety and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities”
boliimii (http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng /Health_standards/ tahm/1.01.03_BIOSAFETY
(bis).pdf ) esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmalidir.

Transmissible Spongiform Encephalopathy (TSE)ler igin temel biyogiivenlik 6nlemleri asagida
belirtilmistir.

Materyal Uygulama

Hayvansal tirtinler -Yakilarak imha edilir.

Kati atiklar (kagit havlu vb.) | -Yakilarak imha edilir.

-Plastik gibi yakilabilen malzemeler yakilarak imha edilir
Tek kullanimlik arag-gerecler |ya da
- %2’lik klorinde 20°Cde 1 saat bekletilir ve ardindan atilir.

-Bu malzemeler kullanimdan sonra temizleme ve
Tekrar kullanilacak dekontaminasyon islemine kadar 1slak tutulmalidir.
malzemeler -Malzemeler kagit havlu ile silinir, %2’lik klorinde 20°Cde
1 saat bekletilir.

-Yakilarak imha edilir ya da
Swvilar -Beyazlatict  olarak  kullanilan  Kklorinlerin ~ %2’lik
konsantrasyondaki ¢ozeltisiile karistirilarak 1 saat bekletilir.

-Yiizeyler temizlendikten sonra 20°C'de 1 saat %2’lik klorin

Bulagik ytizeyler solusyonu ile kaplanarak 1 saat bekletilir ve sonra yikanir.
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Kiti ve tiim reagentlar1 +2 °C - +8 °Cde muhafaza edilmelidir.
Tiim reagentlar kullanilmadan 6nce +18°C - 25 °C C'lik oda sicakligina getirilmelidir.
Tiim agiklamalar dikkatlice okunup izlenmelidir.

I [ (|

Kullanilmamus pleyt gozleri kapatilarak kapali bir plastik torba i¢inde +2 °C - +8 °C’ de
saklanmalidir.

[

Farkli batch'lerdeki (farkli zamanlarda iiretilen) kitlerin malzemelerini ve kilavuz kitap¢iklar:
karistirlmamalidir.

Reagentlarla ¢alisirken dikkatli olunmalidir. Son kullanma tarihi gegmis kit kullanilmamalidir.
Her 6rnek icin ayr1 pipet ucu kullanilmalidir.

Her test serisinde hem negatif hem de pozitif kontrol kullanilmalidir.

I [ (|

Substrat soliisyonunun goz, solunum sistemi ve deri tizerinde tahris edici etkisi vardir. Deri ve
gozlerle temasindan kaginilmahidur.

Stop soliisyonu kuvvetlibir asit olup, yaniklarasebep olabilen H SO, igerir. Dikkatli ¢ahgilmalidir.
Agizla pipetleme yapilmamalidir.

Bu kit sadece in vitro teshis amaciyla kullanilmalidir.

Kit prosediirii takip edilmelidir.

I [ B |

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

BSE: Bovine Spongiform Encephalopathy
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
TSE: Transmissible Spongiform Encephalopathy

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Antikor, kat1 bir faza baglanir. ELISAda kati faz olarak mikropleyt kullanilir. Siipheli materyal,
antikor baglanmis olan gozlere konulur ve antijen-antikor kompleksinin olugabilmesi igin optimum
sartlarda belirli bir siire tutulur. Ortama daha sonra enzim ile konjuge edilmis konjugat ilave edilir.
Test sonucunun goriiniir hale getirilebilmesi i¢in konjugata uygun bir substrat ortama eklenerek
renkli son iiriin olusumu takip edilir. Kullanilan kit protokoliine gére okuyucuda okutulan sonuglar
degerlendirildikten sonra negatif/ pozitif seklinde rapor edilir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Prion proteinlerinin varliginin, ELISA ile saptanmasidur.

7.1. Materyal

Biiytik ve kiigiik ruminantlarda beyin kokii sag veya sol obex bolgesi ile kii¢iik ruminantlarda lenf
dokusu veya dalak incelenir.
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7.1.1. Kullanilan Ekipman

Inkiibator

Santrifiij (6500 rpm, 25 sn)

Tek kanalli ve ok kanalli mikropipetler
Otomatik pipet kontroller

ELISA okuyucu

Disposable pipetler

Steril santrifijj tiipti

s [ [ [y |

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar

[] ELISA Test Kiti

[ Stop Soliisyonu olarak 0.5-1.0 N HCI veya 1.0 N H,SO,
[ Sodyum hypochlorite (Camasir suyu)

[] Deiyonize su

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi:
[] BSE teshisi amaciyla gonderilen beyin kokii 6rnekleri kit aparati ile alinir.

OBEX

[0 0.30gr (+0.05 gr) olarak alinan beyin, lenf dokusu veya dalak 6rnegi, 2 kez 6500 rpm de 25 sn.
santrifijj edilir.

Elde edilen homojenatlar uygun sulandirma oranlarinda sulandirilir.

Antijen capture-platelere konularak inkiibasyona birakilir.

Yikama

Conditioning buffer

I [ |
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Yikama

Konjugat

Yikama

Substrat

Stop solusyonu

ELISA okuyucuda okutma

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Sonuglar ELISA okuyucu ile 6lgiilerek antijen varligi yoniinden degerlendirilir. Kullanilan kit
protokoliine gore sonuglar degerlendirildikten sonra negatif/ pozitif seklinde rapor edilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[J OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.
oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.04.06_BSE.pdf  http://www.oie.int/
fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.07.13_SCRAPIE.pdf

[ Maxie, M.G., Youssef, S. (2007) Nervous System. In: Jubb, Kennedy, and Palmer’s Pathology of
Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 1st ed., Elsevier Saunders, Edinburg, London, Newyork,
Toronto, London, Sydney, Vol:1, p. 390-391.

[] Tirkiyede kullanim i¢in izin veya ithal ruhsat: almmus kitler.
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KAMFILOBAKTERIOZIS
(CAMPHYLOBACTERIOSIS)’IN

HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Ruminantlarda (6zellikle sigir ve koyunlarda) agirhikli olarak genital sistemde etkili olan, gebe
hayvanlarda abort yapan Kamfilobakteriozis'in yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI
Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR
Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢alisma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Kamfilobakteriozis (Camphylobacteriosis): Sigirlarda Camphylobacter fetus spp. venerealis (C.
fetus spp venerealis)‘in olusturdugu primer venereal bir hastalik olup, koitusla veya suni tohumlama
sirasinda geger. Hastalik uzun siiren 6strus ile tekrarlayan kanamalar ve gegici infertilite ile
karakterizedir. Sigirlarda Kamfilobakteriozis'in 6nemi, ¢ok belirgin abortus yapmasindan ziyade,
gecici infertilite olusturmasidir. Abortus her zaman olabilir, fakat genellikle gebeligin 4-6. aylarinda
olur ve plasenta retensiyonu sekillenir. Atilan f6tiis ve plasenta, genellikle otolizedir. Bu da yavrunun
atilmadan 6nce o6ldiigiini gosterir. Plasenta lezyonlar spesifik degildir ve genellikle brucellosis
lezyonlarina benzer, fakat daha hafiftir. Kotiledonlar aras: plasenta 6demlidir, opak goriiniiste ve
deri gibi olabilir.

Koyunlarda C. fetus spp. intestinalis etkendir. Etken, koyunlarin bagirsak kanalmin primer
patojenidir ancak bakteriyemi sirasinda hematojen olarak gebe uterusa da yayilabilir. Koyunlarda
temel bulgu ge¢ abortus, premature dogum ve zayif kuzu dogumlaridir. Fétal membranlarin
retensiyonu her zaman goriilmez. Bazen metritis sonucu fétal dliimler olabilir. Kotiledonlar
biiyiik, solgun sar1 renkte, yumusak kivamda, donuk, pelte gibidir ve tizeri kahve renkli eksudat ile
ortiiliidiir. Birok abortusta, sigirlarda oldugu gibi, atilan fotiiste 6dematdz degisikliklerden baska
bir sey goriilmez. Bazilarinda viicut bosluklarinda fazla miktarda siv1 toplanabilir. Bazilarinda ise
purulent pnomoni ile karacigerde 1-2 cm biiytikligiinde, bazen daha kiigiik, degisen sayilarda
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fokal purulent ve nekrotik odaklar goriiliir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Ruminantlarda Kamfilobakteriozisin yaklasimsal histopatolojik teshisi igin gerekli mikroskobik
bulgular1 agiklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Uterus, plasenta, fétiise ait dokular, lenf diigiimii ve testis gibi organ ornekleri, %10 luk nétral
bufferli formalin soliisyonunda tespit edilir. Tespit edilen 6rnekler, daha sonra rutin doku isleme
yontemlerine gore islenir ve hazirlanan parafin bloklardan alman doku kesitleri, Hematoksilen-
Eosin (HE) boyasi ile boyanarak 151tk mikroskobunda muayene edilir.

7.1. Materyal
Uterus, plasenta, fotiise ait dokular, lenf diigiimii gibi organ 6rnekleri incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi
Doku Gémme Cihazi

Mikrotom
Su Banyosu
Ettv

Boyama seti

Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40 formaldehid

Sodyum fosfat monobasic
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60° 70° 80°, 96°)
Absolut alkol 100°

Kisilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyast
Lityum karbonat

Hidroklorik asid

Entellan

%10’luk nétral bufferli formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobasic 40¢g
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Sodyum fosfat dibasik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asid, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:
Doku 6rnekleri, %10’luk nétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan armdirihr.

o Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden armdirihrlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplarina gecen doku drnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinhginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:
Daha sonra kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyanarak {izerlerine lamel kapatilir.
Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak
parafin uzaklastirihr. Iki adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol
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uzaklastirilir ve sirasiyla dereceli alkollerden (96° 80°, 70°) gegirilerek her birinde 1er dakika
olmak iizere dehidre edilir.

Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den baslayarak her birinde 2’ser dakika olmak iizere 80° ve 96%lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinur.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.
11. Uzerlerine lamel yapigtirilir.

2. Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.

3. Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.
4. Cesme suyunda yikanur.

5. Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinr.

6. Cesme suyunda yikanur.

7.

8.

9.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Hematoksilen-Eosin ile boyanan doku kesitlerinde; sigirlarda erken embriyonal oliimlerle
sonuglanan olgularda; endometriyal lezyonlar hafif, fokal ve diffuz lenfositik endometritis
seklindedir. Bezlerde de kistik genislemeler goriiliir. Plasenta lezyonlari spesifik degildir ve genellikle
Brucellosis lezyonlarina benzer, fakat daha hafiftir. Kotiledonlar arasi plasenta 6demlidir, opak
goriiniiste ve deri gibi olabilir. Burada diffuz hiicre infiltrasyonu bulunur ve bunlarin gogunlugunu
makrofajlar olusturur. Plasentitisin derecesi olduk¢a degisiktir. Bazen belirgin olmayabilir. Ftiisteki
lezyonlar spesifik degildir. Genellikle viicut bosluklar1 ve subkutiste kanla boyal effiizyon vardir.
Bunun yaninda diffuz purulent pnémoni ile fokal purulent, nekrotik hepatitis goriiliir.
Koyunlarda nekroz, ¢evrede baslica makrofaj ve bol l6kosit infiltrasyonu goriiliir. Sekonder olarak
bronkopneumoni vardir. Ayrica bobrek korteksinde hemorajiler goriiliir. Korionik stroma 6demli,
makrofaj ve 16kosit infiltrasyonu vardir. Vaskulitis bulunur. Hafif endometritis vardir. Karunkuler
septumlarda belirgin yangisal reaksiyon bulunur.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[J OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.04.05_BGC.pdf

[] Schlafer, D.H., Miller, R.B. (2007) Female Genital System, In : Jubb, Kennedy, and Palmer’s
Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders, Edinburg,
London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:3, p. 489-491.

[J Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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LEPTOSPIROZIS (LEPTOSPIROSIS)’IN
HISTOPATOLOJIK TESPITI

1. AMAC

Histolojik doku kesitlerinde hem morfolojik lezyonlarin hem de Leptospira spp.mnin (Levaditi
Giimiis Boyama Metodu araciligiyla) varliginin ortaya konmasidir.

2. UYGULAMA ALANI
Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR
Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmas: gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararl kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmal ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Leptospiroz (Leptospirosis): Kemiriciler, insanlar ve evcil hayvanlarda Leptospira interrogans
serovarlarinin yol actig1 spiroketal bir enfeksiyondur. Sigirlarda en énemli serovarlar Leptospira
hardjove Leptospira pomonatipleridir. Ciftlik hayvanlarinda 6zellikle abortuslarin ve 6litdogumlarin
6nemli bir nedenidir. Ancak hayvanlarda yol agtig1 akut hastaliktan (septisemi, hepatitis, nefritis,
meningitis) oliimlere de yaygin sekilde rastlanir.

Patojenik leptospiralarin dogal rezervuari bobreklerin proksimal konvolut tubuluslari ve bazi dogal
konakgilarda genital kanaldir. Dogal konakgilarda bulasma direkt olarak idrar, abortus sonrasi
akintilar, venereal yol ve siitle; konjenital olarak da hastalikli hayvanlarda transplasental yolla olur.

Subklinik enfeksiyonlarda ve hastalig1 gecirmis hayvanlarda mikroorganizmalar idrarla uzun
stire disar1 atilir ve boylece bu gibi hayvanlar enfeksiyonu diger hayvanlara bulastirir. Etkenler
mukozadan ve suda yumusamis deriden viicuda girer ve lokal bir lezyona yol agmadan viicutta
yayilir. En ¢ok 7 giin stiren bu leptospiremik devrede 6zellikle karaciger, bobrekler, akciger, plasenta,
meme bezleri ve serebrospinal sivida etkene rastlanir.

Akutleptospirozisin en siddetli formuna 6zellikle Leptospira pomona serovari ile enfekte buzagilarda
rastlanir; ancak bu hastalik formu yaygin degildir. Hemoglobiniiri ilk gézlenen bulgudur. Oliimle
sonuglanan olgularda, idrar kirmiz1 sarap renginde olur. Bobrek tubuluslarina kanamalar sonu
hematiiri gelisir ve idrar yollarinda kan pihtilar1 bulunur. Hastalikta ates, anemi, ikterus, akciger
konjesyonuna bagli solunum giigliigii sekillenir. Abortus akut devrede goriilebilir ya da iyilesme
donemi sirasinda haftalarca sonra sekillenebilir.

Hastaligin en yaygin formu siit ineklerinde gozlenen ve pek siddetli olmayan subakut

leptospirozisdir. Siit tiretimi oldukga azalir ve gegici ates vardir. Meme bagindan siitiin damla damla
gelmesi nedeniyle “siit damla sendromu” ya da “gevsek meme mastitis formu” olarak tanimlanan
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bu tabloda siit kolostrum kivaminda olup kalin pihtilar igerir ve sar1 renktedir; meme dokusu
gevsek bir yapidadr.

Hastaligin kronik formuna ¢ogunlukla Leptospira hardjo ve Leptospira pomona neden olmaktadir;
gebe ineklerde f6tal enfeksiyon seklinde gelisen hastalik abortus, 6lii dogum ve prematiir ya da
enfekte buzagr dogumu ile karakterize olur. Abortus ve olii dogum ¢ogunlukla hastaligin tek
bulgusudur.

Akut leptospirozisten 6len sigirlarin nekropsilerinde hafif sarilik ve siddetli anemi goze garpar.
Kanamalar bulunmayabilir ya da serozalarda ve subkutiste cok sayida ekimoza rastlanir. Akciger
solgun renkte ve 6demli olur. Karaciger biiyiik, yumusak kivamli ve anemik olur. Vena sentralis’ler
gevresinde nekroz odaklarina rastlanir. Bobrekler siskindir ve koyu renktedir, beyazimsi-sari renkli
odaklara rastlanir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Leptospirozis'in yaklagimsal histolojik teshisi i¢in lezyonlu karaciger ve bobrek kesitlerinde gtimiis
boyama metodu kullanilarak spiroket etkenleri ile bilhassa karaciger ve bobreklerde olusan
lezyonlarin gosterilmesidir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

%10’luk nétral bufferl formalin soliisyonunda tespit edilen hastaliktan siipheli karaciger ve bobrek
ornekleri, Levaditi-Monavelian giimiis boyama metodu prosediiriine gore islenerek parafin bloklar
hazirlanir. Bu bloklardan alinan kesitler 151k mikroskobunda incelenir. Glimiis boyanan karaciger
ve bobrek kesitlerinde; karacigerde hepatositlerde ve bobreklerde tubul epitelleri ile lumenlerinde
glimiis ile siyah renge boyanan spiroketal etkenler aranir.

7.1. Materyal
Karaciger ve bobrek 6rnekleri incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi
Doku Gémme Cihazi

Mikrotom

Su Banyosu

Etiv

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40 formaldehid

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60° 70° 80°, 96°)
Absolut alkol 100°

Ksilol

Parafin

Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat
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Hidroklorik asit

Giimtis nitrat soliisyonu
Indirgeme soliisyonu

Entellan

%10’luk noétral bufferli formalin soliisyonu
%37-40 formalin

Distile su

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz)
Doymus Lityum karbonat
Lityum karbonat

Distile su

Asit alkol
Alkol %70
Hidroklorik asit, konsantre

%3 Giimiis nitrat soliisyonu
Glimiis nitrat
Distile su

Indirgeme soliisyonu
Pyrogallik asit
Formalin %37-40
Distile su

100.0 ml
900.0 ml
40g
658

10g
100.0 ml

1000.0 ml
10.0 ml

30g
100.0 ml

40g
5.0ml
100.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi

7.2.1. Dokularin Tespiti:

Karaciger ve bobrek 6rnekleri, %10’luk nétral bufferl formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2. Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
« Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.

» Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.
« Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden

gecirilerek 6nce dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gecirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
4Lé TESHISTE METOT BIiRLIGI
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Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gémiilerek
sogutulur.

Levaditi-Manovelian Giimiis Boyama Metodu

1. Formol tespitini takiben 2 mm. inceliginde trimlenen doku 6rnekleri, cesme suyunda 1-3 saat
stireyle yikanur.

2. 24 saat siireyle % 96'lik alkolde tutulur.
Doku, kabin dibine ¢okiinceye kadar distile suda tutulur.

bl

Taze hazirlanmig giimiis nitrat soliisyonu igine konur ve karanlikta 37°Cde 3-5 giin soliisyon
yenilenerek bekletilir.

Distile suda calkalanir.
Karanlikta oda sicakhiginda, 1-3 giin indirgeme soliisyonunda bekletilir.
Distile suda calkalanir.

%380, %9611k alkol ve absolut alkollerden her birinde 30 dakika ve 2 ksilol kabinda 1er saat
tutularak geirilir ve 2 parafin kabinda 45er dakika bekletilir.

9. Parafine gomiiliir.
10. 5 um kalmliginda alinan doku kesitleri, ksilollerden gegirilerek tizerlerine lamel yapistirilir.

S

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinhginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:
Daha sonra kesitler HE ile boyanarak iizerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, once 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir

ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80°, 70°) gecirilerek her birinde 1er dakika olmak tizere
dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.

Cesme suyunda yikanir.
Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

Cesme suyunda yikanur.
Lityum karbonath suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den baslayarak her birinde 2’ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden armndirilir ve seffaflandirilir.
11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

O 0N W
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7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Hematoksilen-Eosin ile boyanan doku kesitlerinde; sigir leptospirozis'inda karacigerde cogunlukla
periasiner nekroz goriiliir (Resim 1). Oliimle sonuglanan akut olgularda bébrekte kortikal tubulus
epitellerinde siddetli dejeneratif ve nekrotik degisiklikler vardir. Bobrek tubuluslarinda safra renkli
maddelere bagl pigmentlesme belirgindir. Bobreklerde intersitisyel dokuda 6dem ile plazma
hiicresi ve lenfosit infiltrasyonu goriiliir.

Giimiis boyanan doku kesitlerinde; sar1 zeminde siyah renkte spiroketal etkenlerin gériilmesi
miispet olarak degerlendirilir.

Resim 1. Periasiner nekroz, Leptospirozis, Karaciger, HE, x100 (Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Arsivi).

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
[0 OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.01.09_LEPTO.pdf

[ Brown, C.C., Baker, D.C., Barker, LK. (2007) Alimentary System, In: Jubb, Kennedy, and
Palmer’s Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders,
Edinburg, London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:2, p. 481, 484-486, 493-496.

[0 Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 238-
2309.
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LISTERIOZIS (LISTERIOSIS)’IN
HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Ruminantlarda (6zellikle sigir, koyun ve kegilerde) encephalitis, septisemi ve abortus gibi klinik
sendromlar ile ortaya ¢ikan ve zoonoz olan Listeriozis'in yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR
Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Listeriozis (Listeriosis): Etken Listeria monocytogenes'tir. Tavsan ve kobaylarda subletal dozlar
monositozise neden oldugundan “monocytogenese” adi verilmistir.

Hastalik cogunlukla kigin ve ilkbahar baglangicinda goriiliir. Stres faktorleri organizma ile bakteri
arasindaki dengeyi bakteri lehine bozar ve bakteremi gelisir.

Serebral Listeriozisin konsantre silaj yemlemesiyle iliskisi oldugu samilmaktadir. Silajla bu ilgi,
hayvanlarda sonradan bir duyarliligin olusmasi ya da silajin organizmanin gelismesi i¢in uygun
ortam olusturdugu seklindedir. Etken pH 5.5 ve iizerinde iyi fermente edilmemis silajlarda ¢ogalir.

Listeriozis aslinda ti¢ ayr1 hastalik ya da sendrom gibi davranir. Bunlar gebe uterusun enfeksiyonu
ve abortus, milier visceral apselerle karakterize septisemi ve encephalitistir. Etken ozellikle
konjunktiva, idrar kesesi ve bagirsak epitellerinde gogalir, hiicreleri yikimlar ve serbest kalan
etkenler makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Makrofajlarin tasinmasi baz1 olaylarda septisemiye
neden olur. Hastaligin septisemik formu visceral, 6zellikle karacigerde apselerle karakterize olup
gevis getirenlerde ve ozellikle yeni doganlarda goriiliir.

Abortus gebeligin ge¢ donemlerinde sekillenir, anneler her zaman hastaliga yakalanmazlar. Serebral
Listeriozis'te ise etkenin caudex cerebriye affinitesi vardir ve siddetli lezyonlar medulla oblongata ve
ponstadir. Listeriozis'in gesitli gevis getirenlerdeki sinirsel belirtileri; mental sagkinlik, depresyon,
bagin bir yere dayandirilmasi ya da bir veya birka¢ mediiller merkezin felci seklindedir. Karak-
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teristik olarak bas yana dogru biikiilmistiir, boyle bir hayvan yiiriitiildiigiinde dairesel hareket
yapar. Yedinci sinirin felci sonu kulak, goz kapag1 ve dudak sarkar. Cigneme kaslari ve farinkste felg
sekillenebilir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Ruminantlarda Listeriozis'in yaklagimsal histopatolojik teshisi i¢in gerekli mikroskobik bulgulari
aciklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Hastaligin encephalitis formundan siipheli vakalarda medulla ve pons gibi beyin stemi bolgeleri,
yeni doganlarda goriilen septisemik formunda karaciger, bobrek, dalak ve kalp gibi organ
ornekleri, %10’luk nétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilir. Tespit edilen 6rnekler, daha
sonra rutin doku isleme yontemlerine gore islenir ve hazirlanan parafin bloklardan aliman doku
kesitleri, Hematoksilen-Eosin (HE) boyasi ile boyanarak 15tk mikroskobunda muayene edilir.
Histolojik doku kesitlerinde; hastaligin encephalitis formunda beyin steminde genellikle beynin
bir yanini daha siddetli olarak etkileyen mikroapselerden ve perivaskuler hiicre infiltrasyonlari ile
iligkili yangisal hiicre odaklarindan olusan nonpurulent/purulent meningoencephalitis lezyonlari,
septisemik formda ise milier apseler aranir.

7.1. Materyal

Encephalitis formunda medulla ve pons gibi beyin stemi bolgeleri; septisemik formda karaciger,
bobrek, dalak ve kalp gibi organ drnekleri incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi
Doku Gémme Cihazi

Mikrotom

Su Banyosu
Etiv

Boyama seti
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
9%37-40 formaldehid

Sodyum fosfat monobasic
Sodyum fostfat dibasik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60° 70° 80°, 96°)
Absolut alkol 100°

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat
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Hidroklorik asid

Entellan

%10’luk nétral bufferh formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobasic 40¢g
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asid, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:
Doku 6rnekleri, %10°luk nétral bufterh formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:

o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.

 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan armdirihr.

» Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden
gecirilerek 6nce dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.
Etanol 60° (120 dakika)

Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

o En son parafin kaplaria gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.
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7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 um kalmhginda kesitler almarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:
Daha sonra kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyanarak tizerlerine lamel kapatilir.
Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, once 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak
parafin uzaklastirihr. Iki adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol
uzaklastirilir ve sirastyla dereceli alkollerden (96° 80°, 70°) gegirilerek her birinde 1er dakika
olmak iizere dehidre edilir.

Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70den baslayarak her birinde 2%ser dakika olmak tizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinur.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden armdirilir ve seffaflandirilir.

11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

2. Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.

3. Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.
4. Cesme suyunda yikanur.

5. Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

6. Cesme suyunda yikanir.

7.

8.

9.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Histopatolojik degisiklikler; encephalitis formunda meningitis, mikroapse olusumlari, perivaskiiler
hiicre infiltrasyonlar1 ve malasik lezyonlar ile karakterizedir.

Lezyon beyin parankiminde baslar ve meningitis sekonder olarak gelisir. Beyincik ve omuriligin
servikal kismindaki meningitis daha az siddetlidir. Tipik parankimal lezyon mikroapse seklindedir.
Apse notrofil 16kosit toplulugu seklinde baslayabildigi gibi mikroglial reaksiyonun ortasinda da
gelisebilir ve bu fokal lezyonlar beyaz maddeye de yayilabilir. Glia nodiillerini ve fokal apseleri
gevreleyen beyin parankimi 6demli ve seyreklesmistir. Bu alanlar nétrofiller ve hipertrofik
mikroglialar tarafindan infiltre olabilir. Mikroapselere yakin beyaz maddede akut vaskiilitis
ile birlikte fibrin eksudasyonu vardir. Lenfosit, makrofaj ve daha az sayida nétrofil ile eozinofil
16kositlerden olusan perivaskiiler hiicre infiltrasyonlar: siddetlidir.

Septisemik formda ¢ogunlukla karacigerde nadiren de kalp ve diger organlarda milier yayilimli
apseler gozlenir.
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TOKSOPLAZMOZIS (TOXOPLASMOSISYIN
HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Toxoplasma gondii tarafindan meydana getirilen Toksoplazmozisin yaklagimsal histopatolojik
teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

4, KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Toksoplazmoz (Toxoplasmosis): Sarcocystidae familyasinda bulunan Toxoplasma gondiinin
olusturdugu protozoer bir enfeksiyondur. Dogal enfeksiyonlara kanathlarda, primatlarda,
kemiricilerde, insektivorlarda, otgullarda, etgillerde ve insanlarda rastlanir. Son konakg felideler
olup kedilerde yaygin olarak bulunur. Kediler ayrica arakonakg: da olurlar ve cesitli organlarda
bagirsak dig1 formlar gelisir. Insan da dahil bircok memeli hayvan arakonakgidir. Arakonakgilarda
T. gondiinin gelisimi bagirsak dis1 olup takizoit ve bradizoit olusumuyla sonuglanir.

Hastaligin bulasmasinda kedi ve yabani felidelerin diskilartyla oositlerin sagilmasi oldukea
onemlidir. Transplasental enfeksiyonlara koyun ve kegilerde yaygin sekilde, domuz ve insanlarda
da sporadik olarak rastlanir. Etgiller ve insanlar enfekte hayvanlarin dokularinda bradizoit kapsayan
kistleri sindirim yoluyla alarak enfekte olabilirler.

Toksoplazmozisde klinik bulgular etkilenen organa gore degisir. En sik rastlanan bulgular ates,
uyusukluk, istahsizlik, g6z ve burun akintisi ve solunum sistemi bozukluklaridir. Sinirsel bulgular
inkoordinasyon, dairesel sekilde donme, titremeler, opistotonus, konviilziyonlar ve parezistir.
Parezis ile birlikte sik sik radikiilitis ve miyozitis vardir.

Evcil hayvanlarin ¢ogunda sistemik Toksoplazmozis goriiliir. Bu gibi olgularda interstisyel
pnomoni, fokal karaciger nekrozlari, lenfadenitis, myokarditis ve nonsuppuratif meningoensefalitis
sekillenir. En sik bulunanlar akciger lezyonlari olup bunu santral sinir sistemi lezyonlari izler. Farkli
organlarda olusan lezyonlar ¢ogu hayvan tiirtinde morfolojik olarak birbirine benzer, yalnizca
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siddetinde degisiklik olur.

Akcigerdeki lezyonlar plora yiizeylerinde diizensiz gri nekroz odaklarindan hemorajik pnémoniye
kadar degisir. Karacigerde diizensiz ve kiigiik beneklenmeler seklinde fokal nekrozlara ve safra
kesesinde 6deme rastlanir. Lenf diigtimleri ve dalak biiyiir. Plora, periton ve perikard efiizyonlar:
sekillenir. Kalp kasinda ve iskelet kaslarinda solgun odaklara rastlanir. Tim organlarda akut
hemorajik bir reaksiyon sekillenir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Toksoplazmozise yaklagimsal histopatolojik teshisi i¢in gerekli mikroskobik bulgular1 agiklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Abortus olgularinda plasenta ve beyin dahil fotal i¢ organ ornekleri, akut toksoplazmoisden
stipheli olgularda da beyin ve iskelet kaslar1 dahil karaciger, kalp, akciger gibi i¢ organ 6rnekleri,
%10’luk noétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilir. Tespit edilen ornekler, daha sonra
rutin doku isleme yontemlerine gore islenir ve hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri,
Hematoksilen-Eosin (HE) boyasi ile boyanarak 151k mikroskobunda muayene edilir. Histolojik
doku kesitlerinde; akut toksoplazmozisde bircok dokularda fokal nekroz odaklari ile fokal
mononiiklear yangi tablosunun, koyun ve kegilerdeki abortus olgularinda plasental kotiledonlarda
nonsuppuratif bir yangi ile eslik edilebilen ve zamanla kireglenme gosterebilen biiyiik koagiilasyon
nekrozu odaklarinin ve fétal beyinde nonpurulent meningoensefalitis, fokal mikrogliosis ve fokal
lokomalasi odaklarindan ibaret lezyonlarin varlig: ile nekroz ve yangi sahalarinda saptanabilen
toksoplazmozis takizoitlerinin varlig aranr.

7.1. Materyal

Abortus olgularinda plasental kotiledonlar, beyin dahil fotal organlar, akut toksoplazmozisden
stipheli olgularda da beyin ve iskelet kaslar1 dahil i¢ organ 6rnekleri incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi
Doku Gémme Cihazi

Mikrotom
Su Banyosu
Ettiv
Boyama seti

Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40 formaldehid

Sodyum fosfat monobasic
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol 100°
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Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asid

Entellan

%10’luk notral bufferl formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobasic 40¢g
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asid, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:
Doku 6rnekleri, %10’luk nétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
» Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

o Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirihrlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
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Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

o En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 um kalmhginda kesitler aliarak fazla
nemi uzaklastirmak icin 56°-60”lik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:
Daha sonra kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyanarak tizerlerine lamel kapatilir.
Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, once 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak
parafin uzaklastirilr. Iki adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol
uzaklastirilir ve sirastyla dereceli alkollerden (96° 80°, 70°) gegirilerek her birinde 1er dakika
olmak iizere dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.

Cesme suyunda yikanr.
Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

Cesme suyunda yikanir.
Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70%den baglayarak her birinde 2ser dakika olmak iizere 80° ve 96”1lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinur.

O © N Nk RN

—
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. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.Uzerlerine lamel
yapistirilir.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Histopatolojik muayenelerde; akcigerdeki erken lezyonlar diffuz intersitisyel pnémonidir.
Alveol septumlar1 mononiiklear hiicre infiltrasyonlari, az sayida nétrofil ve eozinofil 16kosit
infiltrasyonlariyla kalinlagir. Alveollerde fibrinli eksudat ve makrofajlar bulunur. Alveol
septumlarinda, bronsiol epitel hiicrelerinde ve kan damarlarinda nekroz odaklarina rastlanir. Bu
lezyonlarin olusumundan kisa bir siire sonra rejeneratif degisiklikler goriiliir. Alveollerde tip II
pnomositlerde, hiperplazi ve hipertrofi sekillenir. Ayrica alveol ve bronsiol epitel hiicrelerinde, kan
damar1 duvarlarinda da takizoitler/bradizoitler fark edilir.

Karacigerde lobiiller i¢cinde diizensiz bir dagilim gosteren koagiilasyon nekroz odaklar1 bulunur.
Nekrozlar ¢evresinde yangisal reaksiyon ¢ok azdir ancak hepatositlerde ve Kupffer hiicrelerinde
takizoitlere rastlanir. Etkilenen organlarin lenf digtimlerinde de 6zellikle kortekste diizensiz nekroz
odaklar sekillenir. Nekrotik bélgelerin ¢evresinde orta siddette yangisal reaksiyon, follikiillerde
lenfositlerde nekroz ve gézden silinme vardir. Daha kronik olgularda, kortikal ve parakortikal
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bolgelerdeki lenfoid hiicrelerde nonspesifik hiperplazi ile mediiller sinuslarda makrofaj birikimi
goriiliir. Takizoitlere sinuslardaki fagositik hiicrelerde rastlanabilir. Benzer lezyonlar dalakta da
gozlenir. Nekrozlar daha ¢ok kirmizi pulpadadir.

Kalp ve iskelet kaslarinda nekroz odaklarina ve mononiiklear hiicre infiltrasyonlarina rastlanir.
Zaman zaman myositlerdeki mitokondriyum kalsifikasyonu ile takizoitleri birbirinden ayirt etmek
zor olur, ancak akut reaksiyonun gevre bolgelerinde saglam tellerde bradizoit kistlere gogunlukla
rastlanur.

Beyinde nonsuppuratif meningoensefalitis ile multifokal nekroz ve sik stk malasi odaklari sekillenir.
Endotel hiicrelerinde sisme, damar duvarinda nekroz ve vaskulitis vardir. Belirgin perivaskuler
6dem ve peritel hiicrelerinde hiperplazi goriiliir. Takizoitlere ve daha az olarak da bradizoit kistlerine
damar duvarlarinda ve nekrotik bolgelerde rastlanir. Omurilikte de beyinde goriilenlere benzer
lezyonlar sekillenir. Bir ya da daha ¢ok organda pihtilasma nekroz odaklart ile birlikte takizoitlerin
ve/veya kistlerin goriilmesi toksoplazmozisin tanisina yardimer olur.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.09.10_TOXO.pdf

[0 Schlafer, D.H., Miller, R.B. (2007) Female Genital System, In: Jubb, Kennedy, and Palmer’s
Pathology of Domestic Animals. Maxie, MG (ed), 5th ed., Elsevier Saunders, Edinburg,
London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:3, p. 513-514.

[J Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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TRANSMISSIBLE SPONGIFORM
ENCEPHALOPATHY (TSE)’LERIN
IMMUNOPEROKSIDAZ BOYAMA

METODU ILE TESHISI

1. AMAC

Sigirlarda Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE), koyun ve kegilerde Scrapie ile kedilerde
Feline Spongiform Encephalopathy (FSE) hastaliklarinda beyin dokusunda prion proteinlerin
varliginin tespiti amaglanir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, TSElerin konfirmasyonu amaciyla kullanilir ve Patoloji Laboratuvarlari icin
gecerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Transmissible Spongiform Encephalopathy’ler i¢in temel biyogiivenlik dnlemleri daha 6nce
( Sayfa 36, Tablo1) belirtilmistir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

BSE: Bovine Spongiform Encephalopathy

FSE: Feline Spongiform Encephalopathy

IP: Immunoperoksidaz

PBS: Phosphate buffer saline

TSE: Transmissible Spongiform Encephalopathy

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Indirekt IP boyama teknigi: Konjuge edilmemis antikor ile dokudaki antijenin baglanmast
temeline dayanir. Ortaya ¢ikan reaksiyonu tespit edilebilir hale getirmek i¢in peroksidaz ile konjuge
edilmis sekonder antikor eklenir. Bu antikor primer antikora baglanir. Daha sonra kullanilan
kromojen antijen-antikor baglant bélgesinde renk olusturur. Béylece antijen goriiniir hale gelir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

%10’luk noétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilen beyin stemi, rutin doku isleme
yontemlerine gore hazirlanarak parafinde bloklanir. Bu bloklardan alinan doku kesitleri, Indirekt
IP teknigi ile boyanir ve 151k mikroskobunda muayene edilir. Histopatolojik bulgularin sekillendigi
bolgelerde; néronlarda ve/veya noropilde boyanma aranir.
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7.1. Materyal

Histopatolojik muayeneler icin formolde tespit edilmis ve parafinde bloklanmis beyin stemi
orneklerinden mikrotom ile alinmus kesitler kullanilir.

7.1.1. Kullanilan Ekipman

Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi

Mikrotom

Etiv

Otoklav

Boyama seti/ Boyama Cihazi (HE ve IP)
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
Dereceli alkoller (50°, 70° 80°, 90°)
Absolut alkol

Ksilol

Hidrojen Peroksit

Formik Asit (%98-%100)

Sodyum Sitrat solusyonu

PBS

Mayer'in Hematoksileni

Su bazli yapistirict

Immunoperoksidaz boyama kiti
Target Retrieval Soliisyon
Proteinaz K

Monoklonal Antikor

Antikor sulandirict

Anti-Mouse IgG- Biotin
Streptavidin-HRP

AEC Substrat Kromojen

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmast:

1. IP boyamalar i¢in adezivlam iizerine 5 mikron kalinliginda alinan doku kesitleri 48 saat 37°C’lik
etlivde bekletilir.

2. Kesitler, 2 ksilolde 5er dakika olmak {izere deparafinize edilir.
3. % 100 lilk etanolde 3 dakika rehidrasyona birakalir.
4. Endojen peroksit ile 30 dakika bloke edilir.
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5. Sirastyla % 90, % 80, % 70, % 50’lik etanolde rehidrasyon tamamlanir. Bu esnada kesitlerin
kurumamasina 6zen gosterilir.

. Doku kesitleri % 98-% 100’liik formik asitte 30 dakika bekletilir.
. Distile suda dikkatlice yikanur.
. Sitrat soliisyonu (pH 6) i¢inde 134°C’lik sulu otoklavda 18 dakika bekletilir.

. Sogumaya birakilan kesitler sitrat soliisyonundan ¢ikarilarak yikama solusyonu PBS ile yikanir.
Elde veya tam otomatik immunboyama cihazinda;

10. Protein blocking (30 dakika)

11. Primer antikorda inkiibasyon (60 dakika)

12. PBS ile yikama (3 kez 2 dakika)

13. Polivalan Biotin ile isaretlenmis sekonder antikor (30 dakika)
14. PBS ile yikama (3 kez 2 dakika)

15. Streptavidin peroksidaz reagent (30 dakika)

16. PBS ile yikama (3 kez 2 dakika)

17. Kromogen AEC (10 dakika)

18. PBS ile yikama (3 kez 2 dakika)

19. Hematoksilen ile karsit boyama yapilir.

O 0 N O\

20.Boyanmasi tamamlanmis doku kesitleri iizerine su bazli yapistirict damlatilarak lamel ile
kapatilir.

21. Kesitler 151k mikroskobunda incelenir.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Diagnostik histolojik bulgularin sekillendigi bolgelerde; noronlarda ve/veya néropilde gozlenen
kuvvetli derecede renklenmeye sahip graniiler tarzda boyanmalar pozitif olarak kabul edilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
[] OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals.

[0 Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.

[] Frencik, M. (1993) Handbook of Immunochemistry.
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TRANSMISSIBLE SPONGIFORM
ENCEPHALOPATHY (TSE)’LERIN
HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Sigirlarda Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE), koyun ve kegilerde Scrapie ile kedilerde
Feline Spongiform Encephalopathy (FSE) hastaliklarinin yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari igin gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4.GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Transmissible Spongiform Encephalopathy’ler icin temel biyogiivenlik 6nlemleri daha énce
( Sayfa 36, Tablo1) belirtilmistir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

BSE: Bovine Spongiform Encephalopathy

FSE: Feline Spongiform Encephalopathy

TSE: Transmissible Spongiform Encephalopathy
HE: Hematoksilen-Eosin

Transmissible Spongiform Encephalopathy: Bu grup hastaliklarda koyunlarda scrapie, minklerde
transmissible mink encephalopathy, geyiklerde kronik zayiflama hastaligi (Wasting disease),
ceylanlarda spongiform benzeri encephalopathy, ¢ita ve pumada spongiform encephalopathy,
ineklerde spongiform encephalopathy (BSE), kedilerde spongiform encephalopathy (FSE)
bulunur. Benzer spesifik ajanlar (prion, enfeksiydz protein) tarafindan olusturulduklar: kabul
edilir. Prionlar, 20 nm boyutundadir. Niikleaz, proteinaz-K, kuru 1s1, ultraviyole isinlar1 ve iyonize
isinlara direnglidir.

Bovine Spongiform Encephalopathy (Mad Cow Disease): Hastalik etkeni tam olarak karakterize
edilmemekle beraber prion oldugu ve enfeksiyoz etkenin de prion protein (PrP) oldugu kabul
edilmektedir. Hastalik, ilk kez Kasim 1986da Ingilterede saptanmugtir ve daha ¢ok siit ineklerinde
dikkati gekmektedir. En fazla 4-5 yash sigirlarda goriiliir. Disiler erkeklere gore hastaliga daha gok
tutulur.

Hastaliga, inkiibasyon periyodunda (inkiibasyon siiresi 2-8 yildir) bulunan hayvanlarin siiriiye
girmesi ya da hayvanlara et-kemik unu ve benzeri gevis getiren kokenli protein igeren yemlerin
yedirilmesi yol agmaktadir.

Klinikte davranig, durus ve yiiriiyiis anormallikleri vardir. En sik bulgu sinirlilik ya da degisen
davranig ve mizagtir. Hayvanlar genellikle tirkek ve tedirgindir. Omuz bdlgesi, ventral servikal
bolge ve arka bacaklarin Gist kisimlarindaki kas gruplarinda myoklonus seklinde kontraksiyonlar
goriiliir. Dis gicirtisy, burun yalama, sese, dokunmaya ve 1518a karsi reaksiyon, sallantili yiiriiytis,
yatma istegi ve kabarik yiin ortiisti gozlenir. Sirtin tiim uzunlugu boyunca deri kasindiginda
kuyruk ucunun kaldirilmasi ve dudak sapirdatma en sik goriilen bulgudur. Scrapie’ de rastlanan
kaginti, BSEde goriilmez.

Makroskobik karakteristik bir lezyon yoktur. Mikroskobik olarak, beynin gri maddesinde iki
tarafli simetrik dejeneratif degisiklikler gozlenir. Bu degisiklikler gri madde noéropilinde ve
noronlarda vakuolasyonla karakterizedir. Noropilde belirgin sinirli, ovoid ve kiiresel vakuoller ya
da mikrokaviteler bulunur.

Feline Spongiform Encephalopathy: Evcil ve yabani kedi familyasi tiyelerini etkileyen ve prion
tarafindan meydana getirildigi kabul edilen norodejeneratif bir hastaliktir. Hastalik ilk olarak
1990 yihinda bildirilmistir. Cogu olgular Ingilterede goriilmiistiir. BSE prionunun, kontamine sigir
dokularinin yenmesi ile kedilere bulastirildig1 diisiiniiliir. Inkiibasyon periyodu, evcil kedilerde
tam olarak belirlenmemis olmakla birlikte hasta kedilerin en az 2 ve ¢ogunlugunun ortalama 4-9
yaslh oldugu saptanmustir.

Ik klinik bulgular, karakteristik olmayan sinirlilik, cekingenlik ve saklanma gibi davranig
degisiklikleridir. Digkilama bozukluklar1 ve ataksi goriiliir. Ozellikle arka bacaklar etkilenir ve hasta
kediler mesafe tayininde giigliik ¢ekerler. Ses ve dokunmaya kars: hiperestezi vardir. Bazi kediler
anormal bas sallama, titreme, bos bakma veya kendi etrafinda donme gosterebilir. Salivasyon artisi,
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polifaji, polidipsi ve pupillalarda genisleme de bildirilmistir. Oliim, klinik bulgularin ortaya ¢ikisini
takiben 3-8 haftada sekillenir. Mikroskobik olarak, diger TSElerde goriildiigii gibi néropilde ve
noronlarda iki tarafli simetrik vakuoler degisiklikler gozlenir.

Scrapie (Koyunlarin chronic progressive spongiform Encephalopathy’si): Etiyolojisi {izerine
¢ok sayida goriis olmasina ragmen kabul goren prion teorisidir. Genellikle 2-5 yaslh koyunlarda
goriiliir. Hastaligin inkiibasyon periyodu aylar ve yillar gibi gok uzun bir siiredir.

Klinik olarak baslangicta davranis, durus ve yiiriiyiis bozukluklar1 dikkati ¢eker. Uyarildiklarinda
titreme ve konviilziyonlar goriilebilir. Bu ilk bulgular gecicidir. Koyunlar bel bolgesinden
kagindiginda, basini yukar1 dogru kaldirarak dudaklariyla siddetli kemirme hareketi yaparlar.
Olusan kaginma arzunu agzi ile ya da sabit duran cisimlere siirtiinerek gidermeye calisirlar. Tiiy ve
ylnleri dokiiliir, ¢izik ve yaralar olusur. Hayvanlarda dudak, bas ve viicutta tremorlar, huzursuzluk,
agirhk kaybi, inkoordinasyon, ataksi, yeme ve icmede zorluk gibi bulgular goriiliir. Sonucta
parezis ve paralizis sekillenir. [lk bulgulardan 4-7 ay sonra dliimler gériilmeye baglar. Karakteristik
makroskobik bir lezyon yoktur.

Mikroskobik lezyonlar oldukea spesifiktir. Lezyonlar klinik devrenin uzunluguna bagl olarak
degisir. En belirgin bulgu noron sitoplazmalarindaki 5-10 nm ¢apli vakuollerdir. Vakuoller
boyanabilir bir madde igermezler, gevreleri keskindir, birden fazla olabildikleri gibi eksantrik
de yerlesebilirler. Nissl maddesini ve norofibrilleri kenara iterler. Vakuollii noronlarda bagska bir
dejenerasyon dikkati gekmez. Akson ve dentritleri saglamdir. Bunlara tiim caudex cerebri ve
omurilikte rastlanabilir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
TSE’lerin yaklagimsal histopatolojik teshisi icin patodiagnostik olan mikroskobik bulgular:
aciklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

%10 luk nétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilen beyin stemi, rutin doku isleme
yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, Hematoksilen-
Eosin (HE) boyasi ile boyanir ve 151tk mikroskobunda muayene edilir. Histolojik doku kesitlerinde;
noron ve noropilde patodiagnostik o6zellikte olan vakuolasyon ile karakterize lezyonlarin varlig:
aranir.

7.1. Materyal

Beyin stemi (Medulla-obex, Medulla-caudal cerebellar pedunculus ve orta beyin-rostral
colliculus’lari ihtiva edecek sekilde 5 kesit) incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi
Doku Gémme Cihazi

Mikrotom
Su Banyosu

Ettv
Boyama seti/ Boyama Cihazi

Isik mikroskobu
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7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40 formaldehid

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60° 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asit

Entellan

%10’luk notral bufferl formalin soliisyonu

9%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:
Beyin stemi, %10’luk nétral bufterh formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:

o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.

 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

o Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden
gecirilerek 6nce dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
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Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gémiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinhginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:

Daha sonra kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyanarak {izerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak {izere tutularak parafin
uzaklastirilir. Absolut alkol kaplarinda her birinde ler dakika tutularak ksilol uzaklagtirilir

ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80° 70°)gegirilerek her birinde ler dakika olmak tizere
dehidre edilir.

Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den baslayarak her birinde 2’ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.
11. Uzerlerine lamel yapigtirilir.

2. Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.

3. Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.
4. Cesme suyunda yikanir.

5. Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinr.

6. Cesme suyunda yikanur.

7.

8.

9.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Hematoksilen-Eosin ile boyanan doku kesitlerinde; patodiagnostik bulgularin sekillendigi medulla
oblongatanin obeks bolgesinde nervus vagusun soliter tract ve dorsal motor nukleuslari ile nervus
trigeminusun spinal tract nukleusunda ve diger beyin stemi bolgelerindeki nukleuslarda bilateral
simetrik noronal vakuolasyon (ndronal somada, akson ve dentritlerde) ve gri madde noropilinde
mikrokistik vakuolasyonlarin (spongifom degisiklikler) varlig1 aranir. Nukleuslarda 3 ve tizeri
bilateral simetrik spesifik vakuollerin varlig1 TSE miispet olarak degerlendirilir.
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SIGIR TUBERKULOZU (BOVINE
TUBERCULOSIS)’NUN HISTOPATOLOJIK

TESHISI

1. AMAC
Sigirlarda Tiiberkiiloz'un yaklagimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin
ZN: Ziehl-Neelsen

Sigrr Tiiberkiilozu (Bovine Tuberculosis): Sigirlarin en 6nemli hastaliklarindan biridir. Hastaligin
insidansinin yiiksek oldugu bolgelerde hastalik tamamen M.bovis tarafindan olusturulur. Gebe
ineklerde uterus en fazla tutulan organdir ve abortus ya da yeni dogan buzagilarda dissemine
konjenital tiiberkiilozisle sonuglanir.

Mycobacterium bovisle enfeksiyon genellikle solunum ve sindirim yoluyla olur. Bakim faktorleri ve
hastaliga yakalanilan yas enfeksiyon yolu i¢in baslica belirleyicidir. Bundan baska deri, konjenital
ve genital yollarla da bulasma olusabilir. Deri yoluyla enfeksiyon olduk¢a azdir. Konjenital
tiiberkiiloziste enfeksiyon umbilikal venayla fotusa geger. Enfeksiyonun bu yolla yayilimi, hastalik
sigirlarda olagan hale geldiginde ve yeni dogan buzagilarda %0.5 oranina ulastiginda belli 6neme
sahip olur. Konjenital enfeksiyon daima uterus tuberkiilozuna bagli olarak sekillenir. Bu gibi
olaylarda endometriumda kiigiik tiiberkiiller bulunabilir. Tipik plasenta lezyonlari, plasenta ile
endometrium arasinda kivamli bir eksudat ve kotiledonlardaki kazeonekrotik odaklardan olusur.
Buzagilarin konjenital enfeksiyonunda primer kompleks karaciger ve portal lenf diigiimlerindedir.
Sigir enfeksiyonlarinin ¢ogu 6 ayliktan biiyiik hayvanlarda gelisir. Erigkin sigirlarda goriilen bu
enfeksiyonlarda lezyon daha ¢ok retrofaringeal, mediastinal ve bronsial lenf diigiimlerinde yerlesir.
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Eriskin sigirlarda primer enfeksiyon genellikle akcigerdedir ve damlacik enfeksiyonu ile olusur.
Lezyonlar produktif veya eksudatif tiptedir.

Akcigerde tiiberkiil olusumu (produktif tip) bronsiol-alveol bolgesinde baslar ve alveollere dogru
genisler. Baglangicta sublobiiler ya dalobiiler yerlesimlidir. Histolojik yapist tipik olarak tiiberkiildiir.
Bir lobta birden fazla odak bulunabilir ve loba yonca yaprag: gériintisii verir.

Birden fazla lobta da lezyon sekillenebilir. Akciger lezyonlarmin goriintisii sigir tiiberkiilozu
icin karakteristik olan sarims: kazeifikasyon ve kalsifikasyon alanlaridir. Akcigerdeki enfeksiyon
organda bulunan tiiberkiiloz lenf damarlariyla yayilabilir, ancak esas yayilma baslica hava yollariyla
olur. Bronkojenik yayilma bronsioller yoluyla direkt olabildigi gibi eksudatin aspirasyonu yoluyla
da sekillenebilir.

Sigirlarda tiiberkiilozun bir 6zelligi seroz membranlara yayilma egilimidir. Ser6z membranlarda
tiberkiilozis primer lezyonun direkt olarak genislemesiyle, akcigerlerden lenfojen yayilmayla,

direkt hematojen yolla ya da komsu organdaki hematojen odagin lokal olarak genislemesiyle
gelisebilir. Plora tiiberkiilozu biiyiik nodiiller, diffuz kaze6z ya da intermedier tipte olabilir.

Enfeksiyonun generalizasyonu (diger organlara diseminasyon) hastaligin baslangicinda (post
primer generalizasyon, erken generalizasyon) ya da daha ge¢ olarak (ge¢ generalizasyon) goriilebilir.
Geg generalizasyon ilk enfeksiyon siiresinde hayvanin kazanmis oldugu direncin bazi kogullar
altinda kirilmasiyla gelisir. Boylece basil biitiin viicuda yayilir. Cok sayida basil kan dolagimina
(milier tiiberkiilozis) girdiginde generalizasyon birdenbire ve siddetli olusabilir ya da dolagima
giren az sayidaki basille daha ge¢ olabilir. Akciger tiiberkiilozunda basilin kan dolagimina girmesi
genellikle kazeifikasyon alanindaki kiiciik venalarin yikimiyla ya da lenf damarlar yoluyla lenf
diigiimlerine oradan da vena kavaya ulasma seklinde olur.

Akcigerlerde milier lezyonlar sekillendiginde hastalik 6ldiriiciidiir. Lezyonlar baglangigta tipik
olarak seffaf kiigiik gri tiiberkiiller seklindedir, ancak kisa siire sonra kaze6z hale gelir ve merkezleri
kalsifiye olur.

Periton tiiberkiilozu, pléra tiiberkiilozuna oranla daha az goriiliir. Cesitli yollarla gelisir. Karacigeri
orten periton tiiberkiilozu daha ¢ok konjenital enfeksiyonu izler ve portal lenf diigiimiinde bulunan
lezyonun lokal ve lenfatik yayilim1 sonu sekillenir.

Karaciger tiiberkiilozu hematojen kokenlidir. Enfeksiyon umbilikal venalarla karacigere gelir.
Konjenital enfeksiyonlarda basiller hematojen yayilimin bir kolu olan arteriyel kanla ya da
bagirsakta lezyonlar bulundugunda portal venalar aracihgyla karacigere ulagir. Karacigerdeki
tiiberkiiloz odaklar1 milierdir.

Bobrek tiiberkiilozu yapr ve tip bakimindan karaciger tiiberkillozuna benzer.Milier lezyonlar
kortekste sinirl olup tiiberkiiller interstisyel dokuda gelismeye baslar.

Tiiberkiiloz hastaliginin eksudatif tipinde ise lezyon genellikle akut olarak gelisir. Eksudat ¢ok bol
olup fibrin, notrofil ve mononiiklear hiicreleri icerir. Sonugta eksudat pihtilagir ve kazeifikasyona
ugrar.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Sigirlarda Tiiberkiiloz hastaigimin yaklasimsal histopatolojik teshisi igin gerekli mikroskobik
bulgular: agiklamaktir.
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7. TEST METODUNUN TANIMI

Lezyon gozlenen lenf diigtimleri (6zellikle bas ve gogiis lenf diiglimleri), akciger, bagirsak, karaciger,
dalak, bobrek, plora ve periton drnekleri, %10 nétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilir.
Daha sonra rutin doku isleme yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin bloklardan alinan
doku Kkesitleri, patognomonik Tiiberkiiloz lezyonlar1 yoniinden Hematoksilen-Eosin (HE) ve
aside direngli bakteriler yoniinden Ziehl-Neelsen (ZN) boyama metodlar: ile boyanarak 1tk
mikroskobunda muayene edilir. Histolojik doku kesitlerinde; tiiberkiiloz i¢in patodiagnostik olan
produktif tiiberkiil yapilar1 ya da eksudatif lezyonlar ile karakteristik histopatolojik bulgularin

varlig aranir.

7.1. Materyal

Nekropside makroskobik olarak lezyon goézlenen lenf diigiimleri (6zellikle bas ve gogiis lenf
diigiimleri), akciger, bagirsak, karaciger, dalak, bobrek, plora ve periton drnekleri incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi
Mikrotom

Ettv

Boyama seti /Boyama cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40 formalin

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60° 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asid

Entellan

Fenol kristal

Basik fuksin

Sulfiirik asit

Metilen mavisi
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%10’luk nétral bufferli formalin soliisyonu
%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonat
Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
%]1 Asit alkol soliisyonu
Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml
Carbol fuksin soliisyonu
Fenol kristal (¢oziilmiis) 2.5ml
Alkol, %100 5.0 ml.
Basik fuksin 0.5gr.
Distile su 50.0 ml.
Kullanimdan 6nce filtre edilir.
%1 Siilfiirik asit soliisyonu
Siilfiirik asit, konsantre 1.0ml
Distile su 100.0 ml
Metilen mavisi soliisyonu (stok)
Metilen mavisi l4g
Alkol, %96 100.0 ml
Metilen mavisi soliisyonu (¢calisma)
Metilen mavisi soliisyonu (stok) 10.0 ml
Cesme suyu 90.0 ml
7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1. Dokularin Tespiti:
Lezyonlu doku 6rnekleri, %10’luk nétral bufterli formalin soliisyonunda tespit edilir.
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7.2.2. Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
« Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
o Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan armdirihr.

« Dokular, Doku Takip Cihazr'nda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden armdirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gémiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinhginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak icin 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4. Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmasi:
Daha sonra kesitler HE ve ZN boyama teknigi ile boyanarak iizerlerine lamel kapatilir.
Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce ksilol kaplarinda her birinde 5 er dakika olmak {izere tutularak parafin
uzaklastirilir. Absolut alkol kaplarinda her birinde ler dakika tutularak ksilol uzaklastirilir
ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80°, 70°) gecirilerek her birinde 1er dakika olmak tizere
dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.

Cesme suyunda yikanir.
Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlas alinir.

Cesme suyunda yikanur.

Lityum karbonatlh suda 5 dakika bekletilir.

Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den baslayarak her birinde 2%ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
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alkollerden gegirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.

11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

Doku kesitlerinde Ziehl-Neelsen Boyama Metodu:

1.

O © N Nk wN

Doku kesitleri, distile suya kadar ksilol ve dereceli alkol serilerinden gegirilerek parafinden
arindirilir ve dehidre edilir.

Karbol fuksin soliisyonunda 30 dakika boyanr.

Cesme suyunda iyice yikanur.

Kesitler agik pembe oluncaya kadar asit alkol soliisyonunda dekolore edilir.
Cesme suyunda 8 dakika yikanir.

Kesitler, agik mavi oluncaya kadar galigma metilen mavisi soliisyonunda boyanr.
Cesme suyunda yikanir ve distile suda ¢alkalanir.

Dereceli alkol serileri, absolut alkol ve ksilollerden gegirilir.

Uzerlerine lamel yapistirilir.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Hematoksilen-Eosin ile boyanan doku kesitlerinde; kazedz nekroz, kireclenme, epiteloid hiicreler,
Langhans dev hiicreleri ve makrofajlardan olusan produktif tiiberkiil yapilar1 (Resim 1) ya da
eksudatif tiiberkiiloz lezyonlarindan ibaret karakteristik histolojik lezyonlar aranir. Ziehl-Neelsen
boyanan doku kesitlerinde; agik mavi boyanmis zeminde epitelioid hiicreler ile Langhans tipi dev
hiicrelerin sitoplazmalarinda ya da ekstraseliiler olarak tek ya da kiimeler halinde kirmizi renge
boyanmus aside direngli bakteriler gozlenir.
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Resim 1. Tiiberkiil, Produktif tiiberkiiloz , Akciger, HE, x100
(Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Argivi).
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
[J OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.04.07_BOVINE_TB.pdf

[ Caswell, J.L, Williams, JW. (2007) Respiratory System, In: Jubb, Kennedy, and Palmer’s
Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders, Edinburg,
London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:2, p. 606-610.

[J Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39, 220.

9.REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni

78 TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

SIGIRLARDA THEILERIOSIS’IN
HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC
Sigirlarda Theileriosis'in yaklagimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari igin gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR
Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Theileriosis: Theileria spp., Babesiidae familyasina dahil protozoon parazitlerdir. Etken ozellikle
Rhipicephalus ve Hyalomma cinslerine dahil biyolojik kene vektorleriyle yayilir. Larva ya da nimf
seklindeki keneler enfekte konak¢inin eritrositlerindeki parazitleri alir. Enfekte kene beslenmeye
basladiginda parazitler tiikiiriik bezinde ¢ogalir. Kene konak¢inin kanini emmeye basladig: siirede
tikriigiindeki parazit ile enfekte olur.

Birgok sigir ik Theileria parva’ya karst olduk¢a duyarlidir ve mortalite %100e ulasabilir. Vektor
Rhipicephalus appendiculatus kenesidir. Enfekte kenelerle hayvanlara taginan mikroorganizmalar 4
ile20 giin sonra enfeksiyon bolgesini drene edenlenf diigiimlerinin lenfoblastlarinda makrosizontlar
seklinde bulunur. Lenf diigtimlerinde sizontlarin sayis1 giderek artar ve sonunda tiim lenfositler
parazitli olur. Enfekte lenfositlerin sitoplazmalarinda kan boyalar1 kullanilarak makrosizontlar
identifiye edilebilir. Bu sizontlar hastaligin tanisinda 6neme sahip Koch cisimcikleri olarak bilinir.

Yaklasik 2 hafta olan inkiibasyon periyodunun sonunda ytiksek ates gelisir. Salivasyon, lakrimasyon,
depresyon ve ishalin yani sira yiizeysel lenf diigtimlerinin progresif ve belirgin biiyiime gozlenir.

Makroskobik olarak, Peyer plaklar: da dahil olmak {izere lenfoid dokularda biiyiime 6nemlidir.
Lenf diigiimlerinin kesit yiiziinde kirmizi kahverenkli olan korteks fokal kanamalar icerir, mediiller
bolge koyu kirmizi kahve renklidir. Serdz efiizyon ve bag dokuda jelatinli ya da hemorajik 6dem
dikkati geker. Akut hastalikta dalak biiyiir, ancak hastalik uzadiginda dalak biiziisiir ve band benzeri
bir goriiniim alir. Karaciger ve bobrekte infarktiis diye tanimlanan lezyonlar gergekte perivaskiiler
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lenfositlerin olusturdugu proliferatif odaklardir. Bu odaklar karaciger ve bobregin yiizeyinde hafif
kabarikliklar olusturarak makroskobik olarak goriilebilen kiigiik gri beyaz renkli beneklenmelere
yolagar. Akcigerler hiperemik ve 6demlidir. Kaslarda hyalin dejenerasyonu odaklarryla iligkili kii¢tik
kanamalar goriiliir. Dil altinda ve vulvada petesial kanamalara rastlanir. Bagirsak mukozasinda
lenfositik hiperplazi ve infiltasyonun yani sira eroziv ve kataral enteritis vardir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Sigirlarda Theileriosis hastaligmin yaklasimsal histopatolojik teshisi igin gerekli mikroskobik
bulgular: agiklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Nekropsi sonucu alinan bityiimiis lenf diigtimleri, akciger, karaciger, dalak, bobrek ve beyin
ornekleri, %10 nétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilir. Daha sonra rutin doku isleme
yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, Hematoksilen-
Eosin (HE) ve Giemsa boyama metodu ile boyanir, 151tk mikroskobunda incelenir. Hematoksilen-
Eosin (HE) ile boyanan doku kesitlerinde; lenfoproliferatif infiltrasyonlar ve parazitlenmis
lenfositlerin, Giemsa boyanan kesitlerde intralenfositik ve ekstraseliiler sizontlarin ve eritrositlerde
piroplazm devrelerinin varlig1 aranir.

7.1. Materyal

Nekropsi sonucu alman biiytimiis lenf diigiimleri, akciger, karaciger, dalak, bobrek ve beyin
ornekleri.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gomme Cihazi
Mikrotom

Etiv

Boyama seti /Boyama cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
9%37-40 formalin

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fostfat dibasik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60° 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat
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Hidroklorik asit
Entellan
Giemsa

Gliserol

%10’luk notral bufferl formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
%]1Asit alkol soliisyonu

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml
Giemsa soliisyonu

Standart Giemsa boya soliisyonu ya da
Giemsaboya 7,36 gr.

Glyserol 500 mlkaristirilarak 50°Cde su banyosunda bekletilir. Su banyosundan alinarak
50°Cde 30 dakika karistirilir, sogutularak 500 ml. metanol ilave edilir ve karistirilarak stiziiliir.

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:
Lezyonlu doku 6rnekleri, %10’luk nétral bufterli formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:

o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.

 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan armndirilr.

o Dokular, Doku Takip Cihazr'nda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden
gecirilerek 6nce dehidre edilir; daha sonra ksilollerden geirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
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Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplaria gecen doku 6rnekleri, Doku Gémme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 um kalinhiginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak icin 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile kapatilmast:

Daha sonra kesitler Hematoksilen-Eosin ve Giemsa boyama metodu ile boyanarak iizerlerine
lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak {izere tutularak parafin
uzaklastirilir. absolut alkol kaplarinda her birinde ler dakika tutularak ksilol uzaklagtirilir

ve sirasiyla dereceli alkollerden (96°, 80° 70°)gegirilerek her birinde ler dakika olmak tizere
dehidre edilir.

Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den basglayarak her birinde 2'ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.
11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

2. Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.

3. Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.
4. Cesme suyunda yikanir.

5. Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinur.

6. Cesme suyunda yikanir.

7.

8.

9.

Doku kesitlerinde Giemsa Boyama Metodu
1- Doku kesitleri dereceli alkol serileri ve ksilollerden gegirilerek distile suya getirilir.

2- Kesitler koyu mavi oluncaya kadar 56°C'de 20 dakika Giemsa soliisyonunda boyanir (Distile
suya 0,5-1 ml. Giemsa ilave edilir).

3- Distile suda galkalanir ve % 0,01 (1/10000) asit alkolde kesitler pembe oluncaya kadar dekolore
edilir.

4- Distile suda ¢alkalanir, alkol ve ksilollerden gegirilerek tizerlerine lamel kapatilir.
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7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Histolojik olarak enfeksiyonun erken devrelerinde diffuz lenfoid hiperplazi vardir. Lenfositolizis
germinal merkezlerde belirgindir ve genel olarak kiigiik lenfositlerde kayip goriiliir, arta kalanlar
ise biiyiik ve blastik hiicrelerdir. Karacigerde cogunlukla hepatik periasiner, daha az olarak
periportal lenfositik infiltrasyona rastlanir. Ayrica, kapsiilde fokal lenfosit infiltrasyonlar1 vardir.
Baz1 olgularda periasiner hepatohticresel nekroz ve kivaml safra kitlelerinin bulundugu diizensiz
kanalikiiler kolestazis goriiliir. Dalakta erken dénemde lenfoid hipertrofi sekillenir, bunu daha
sonra lenfolizis izler. Bobrekler siddetli hiperemik olup fokal kanamalar icerir; interstisyel dokuda
lenfosit infiltrasyonlar vardir. Lenfositik infiltrasyonlar damarlar gevresinde belirgindir ve 6zellikle
Bowman kapsiiliiniin parietal tabakasi ¢evresinde gozlenir. Hyalin silindirlerinin bulundugu
degisen derecedeki parenkim nekrozunun yani sira arta kalan epitelde kahve renkli pigmentlesmeye
rastlanir. Akciger degisiklikleri karakteristik olup septumlar ile interstisyel dokularin lenfositik
infiltrasyonundan ibarettir. Bu durum yaygin ve siddetli intersitisyel alveolitis ile sonuglanir.

Giemsa boyamalarda; tiim dokularda Koch cisimcikleri denilen sizontlar ile parazitlenmis
lenfositler goriiliir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[J OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.04.16_THEILIERIOSIS.pdf

(] Valli VE.O. (2007) Hematopoietic System, In: Jubb, Kennedy, and Palmer’s Pathology of
Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders, Edinburg, London, Newyork,
Toronto, London, Sydney, Vol:3, p.304-309.

[0 Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39, 63-64.
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SIGIR GANGRENLI NEZLESI (CORYZA
GANGRENOSA BOVUM)’NIN HISTOPATOLOJIK
TESHISI

1. AMAC

Basta sigirlar olmak tizere bityiik ruminantlarda Sigir Gangrenli Nezlesi (Coryza Gangrenosa
Bovum) hastaligimin yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Sigir Gangrenli Nezlesi (Coryza Gangrenosa Bovum): Herpesvirus tip 3 tarafindan olusturulan,
sigir ve mandalarin agiz boslugu basta olmak tizere sindirim sistemi ile iist hava yollarinin akut,
kataral, mukoprulent, eroziv-iilseratifve psodomembranlibiryangisidir. Ayricakeratokonjunktivitis,
korneada bulaniklasma, nonpurulent meningoensefalitis, fokal nonpurulent

intersitisyel nefritis de gozlenir.

Diinyanin her tarafinda yaygin olan hastalik sporadik seyirlidir. Hastaligin peros yolla bulastig1 ve
bulagsmada koyunlarin etkin oldugu sanilmaktadir. Hastaliga 6 ay-2 yas arasindaki sigirlar daha
duyarlidir. Mortalite oldukga ytiksektir.

Etken viicuda girdikten sonra 3-8 haftalik bir inkiibasyonu takiben viremi yapar. Daha sonra virus
affinite gosterdigi sindirim sistemi, {ist solunum sistemi, beyin, deri ve bobreklerde damarlarin
endotel hiicreleri ile adventisya tabakasindaki aktif bag doku hiicrelerinde dejenerasyon ve nekroza
neden olur. Bu bolgelerde orta gapli muskuler arterlerde fibrinoid nekrotik bir vaskulitis meydana
gelir.
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Hastalik 4 formda seyreder:
1. Perakut Form

Baslangigta 42°C’ye kadar ¢ikan bir ates, kanh ve fena kokulu bir ishali takiben, hayvan 1-3
giin i¢inde oliir. Nekropside; ag1iz mukozasinda erozyon ve tlserler goriiliir. Benzeri lezyonlara
ozofagusun iist 1/3’tinde, abomazum ve bagirsaklarda da rastlanabilir. Fakat tanitic1 degildir.

2. Akut Intestinal Form
Ates, ishal, yaygin eksanthem, lakrimasyon ve lenf diigiimleri biiylimesi ile karakterizedir. Ag1z
mukozasinda erozyon ve tilser goriiliir. Hayvan 4-9 giin icinde oliir.

3. Bas-Go6z Formu

Ulkemizde en ¢ok goriilen formdur ve akut intestinal formla birlikte goriliir. Ates 41°Cye
kadar ytikselir. Bunu kataral konjunktivitis ve rinitis izler. Burun ve goz akintis1 zamanla kurur
ve kabuklasir. Burun delikleri kivamli mukopurulent bir eksudatla dolar ve solunum giigliigii
goriiliir. Hastaligin sonuna dogru keratitis nedeniyle kornea; kornea-skleral sinirdan baglamak
tizere bulaniklasir, gézler mat, beyaz bir hal alir ve mermede genis erozyonlar goriiliir.

Yiiksek atesle birlikte agi1z boslugunda kataral bir stomatitis gelisir. Bunu takiben boz beyaz
nekroz odaklar1 ve bunlarin agilmasiyle erozyon ve iilserler olusur. Bag bolgesinde 6zelliklede
boynuzlar gevresinde 1s1 daha yiiksektir. Ensefalomyelitise ilgili inkoordinasyon, muskiiler
tremor ve tortikollis goriiliir. Cene alt1 ve preskapular olanlar basta olmak {izere tiim lenf
diigiimleri siskindir.

4. Abortif Form:
Seyrek goriiliir. Hasta hayvanlarda abort sekillenir. Klinik semptom pek farkedilmez.

Nekropside karkas dehidre, kirli ve pis kokuludur. Agiz boglugunun genis bir kismi erozyon
ve iilserlerle kaplidir. Yer yer gri sar1 renkli psodomembranlar vardir. Bu lezyonlar 6zellikle
dilin biitlin yiizeyinde, yanak papillalarinin uglarinda, dis etlerinde, yumusak ve sert damakta
ve yanaklarda yerlesmistir.

Burun, farinks, larinks, trakea, hatta bronslarin mukozalarinda petesiyel kanamalarla birlikte
erozyon, iilser ve pseudomembranlar ile akcigerlerin apikal loblarinda kataral veya fibrinli
pnomoni goriilebilir. Sigir gangrenli nezlesi'nde de sigir vebasinda oldugu gibi 6zofagusun {ist
1/3’liik kisminda erozyonlar sekillenir. On mideler dikkatle incelendiginde ayn tip lezyonlara
rastlanir. Abomazum mukozasi hiperemik ve 6demlidir, diffuz ya da fokal petesilerle bezelidir.
Hemorajik tilserler bulunabilir.

Bagirsak duvari 6demli ve kalinlasmistir. Mukozada petesiler ve yer yer kanamalar vardir.
Lezyonlar kalin bagirsak ve rektumda daha belirgindir. Mukozada uzunlamasima konjesyon
cizgileri bulunur; siddetli ilserlesmelere ve kanamalara rastlanabilir.

Bobreklerde kapsula altinda, kortekste 2- 4 mm ¢apinda kirmizi veya boz beyaz renkte odaklar
ile pelvis renalis, ureter ve idrar kesesinde hiperemi bazen de kanamalar goriiliir. Tiim lenf
diigtimleri biiytimiis, 6demli ve parankim hipertrofiktir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Biiytik ruminantlarda Sigir Gangrenli Nezlesi hastaliginin yaklagimsal histopatolojik teshisi icin
gerekli mikroskobik bulgular1 agiklamaktir.
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7. TEST METODUNUN TANIMI

%10luk nétral bufferl formalin soliisyonunda tespit edilen kornea, beyin, bobrek, karaciger,
akciger, lenf diigiimleri, dil ve dudak gibi ag1z mukozasi kisimlari, rutin doku isleme yontemlerine
gore islenerek hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, Hematoksilen-Eosin (HE)
boyast ile boyanir ve 151k mikroskobunda muayene edilir. Histolojik doku kesitlerinde; damarlarda
fibrinoid nekrotik vaskulitis, beyin ve bébrek gibi paransimatéz organlarda intersitisyel lenfoid
hiicre infiltrasyonlariyla karakterize lezyonlarin varlig aranur.

7.1. Materyal

Kornea, beyin, bobrek, karaciger, akciger, lenf diigiimleri, dil ve dudak gibi agiz mukozasi boliimleri
incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman

Doku Takip Cihazi

Doku Gomme Cihazi

Mikrotom

Etiiv

Boyama seti /Boyama cihazi

Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
9%37-40 formaldehid

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyast
Lityum karbonat

Hidroklorik asit

Entellan

%10’luk nétral bufferh formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidr6z) 65¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
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Asit alkol
Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:

Kornea, beyin, bobrek, karaciger, akciger, lenf diigiimleri, dil ve dudak vb. ag1z mukozasi kisimlars,
%10’Tuk nétral bufferl formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

o Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden armndirihrlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

o En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinhginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak icin 56°-60”lik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:

Daha sonra kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyanarak tizerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak {izere tutularak parafin
uzaklastirilir. Absolut alkol kaplarinda her birinde ler dakika tutularak ksilol uzaklagtirilir
ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80° 70°)gegirilerek her birinde ler dakika olmak tizere
dehidre edilir.
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Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.

Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.
Cesme suyunda yikanir.

Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

Cesme suyunda yikanir.

Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.

Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanr.

70°den baslayarak her birinde 2’ser dakika olmak tizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gegirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve geffaflandirilir.
11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

O 0 N Nk

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Hastaligin tanitic1 histopatolojik bulgusu orta ¢apli muskuler arterlerde goriilen fibrinoid nekrotik
vaskulitistir. Bu lezyonlarin en iyi goriilebilecegi organlar beyin, leptomeninks, bobrek ile sindirim
sistemi, deri ve solunum sisteminin lezyonlu boélgeleri ile karaciger ve adrenal bezlerdir. Lezyonlu
arterlerin media tabakasi, igerisinde ¢ekirdek kirmntilar1 bulunan eozinofilik, homojen bir kitle
halindedir. Adventisyada mononiikleer hiicrelerle, eozinofil infiltrasyonlar1 bulunur. Beyinde
nonpurulent bir meningoensefalitis goriiliir. Beyindeki lezyonlar en gok pons, bulbus olfaktorius,
N. caudatus ve cornu ammonis'tedir. Bobrek korteksinde fokal nonpurulent bir intersitisyel nefritis
goriliir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
[] OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.04.15_MCEpdf

[] Brown, C.C., Baker, D.C., Barker, LK. (2007) Alimentary System, In: Jubb, Kennedy, and
Palmer’s Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders,
Edinburg, London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:2, p.152-158.

[ Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of

Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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SIGIR VEBASI (RINDER PEST) HASTALIGI’NIN
HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Basta sigirlar olmak {izere biiyiik ruminantlarda Sigir Vebasi (Rinder Pest, Cattle Plaque)
Hastaligr'nin yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari igin gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmas: gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Sigir Vebasi Hastaligr: Ozellikle sigir, manda ve domuzlarda eroziv-iilseratif stomatitis, tonsillitis
ve gastroenteritisle seyreden, ani 6liimle sonuglanan Morbilliviruslarn olusturdugu viral bir
enfeksiyondur.

Hasta hayvanin burun akintisy, salya, feces ve idrar1 yiiksek oranda virus igerir. Virusun giris yeri
nazofarinks mukozasidir. Inkiibasyon siiresi 6- 15 giindiir, daha sonra 2-3 giin siiren bir viremi
gelisir. Virusun affinitesi 6zellikle sindirim sistemi mukozasi ile lenfoid dokulara, daha az oranda

ise tist solunum ve iirogenital sistemdir. Virus epitel hiicreleri ile lenfositlerde nekroza neden olur.

Hastalik, klinik olarak yiiksek ates (42°C), burun ve gozyas1 akintisi, salya ve ishalle seyreder. Atese
paralel olarak 16kopeni de goriiliir. Ates ishalin baglamastyla diiger. Oliim 6- 12 giin i¢inde sekillenir.
Nekropsi bulgular: karakteristiktir, fakat patognomonik degildir. Karkasta siddetli bir dehidrasyon
ve kaseksi vardir. Ag1iz mukozasinda baslangicta kiiciik, beyaz, kepek serpilmis gibi nekrotik
odaklar, eroziv ve iilseratif lezyonlar gelisir.

Bu lezyonlar tipik olarak alt dudagmn i¢ ytiziinde, dis etinde, dilin serbest kisminin ventralindedir.

Ancak siddetli olaylarda dilin serbest kisminin dorsal yiizii hari¢ olmak {izere ag1iz mukozasinin
tamamu etkilenebilir. Ozofagusun iist 1/3’lik béliimiinde erozyon ve iilserler goriiliir. On midelerde
lezyonlar nadiren goriiliir ve genellikle omazum yapraklarini kapsar.
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Ince bagirsaklarda lezyonlar daha az siddette fakat benzerdir ve genellikle duodenumun giris kismi
ile ileumun son kismindadir. Lezyonlarin yaygin ve siddetli oldugu yerlerden bir digeri de kalin
bagirsaklardir. Burada 6zellikle ileosekal valviilde, sekumdan kolona gecis bolgesinde ve rektumda
lezyonlar daha belirgindir. Tyi gelismis vakalarda sekum, mukoza kivrimlar1 boyunca bagtan basa
petesilerle kaplidir. Bu durum mukozaya “Zebra Cizgileri” goriintiisiinii verir. Hastalik ilerledikge
mukozada erozyonlar ve iilserler gelisir.

Sekumdan kolona gegis bolgesinde, yaklagik 10- 11 cm. uzunlugundaki mukoza kisminda kiigiik,
mukozaya gomiilmiis gibi difteroid-nekrotik odaklar goriiliir.

Kolon ve rektumda, mukoza kivrimlar: boyunca siddetli erozyon ve hemorajiler sekillenir. Bazen
liimen koyu pihtili bir kanla doludur.

Tonsillerde, peyer plaklarinda ve gastrointestinal lenfoid follikiillerde boz-beyaz nekrotik odaklar

sekillenir. Hastaligin uzadigy, 6liimiin 12. glinden sonra gelistigi hayvanlarda intersitisyel ve alveoler
amfizemler, hatta fibrinli bir ponomoni de gelisebilir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Biiytik ruminantlarda Sigir Vebasi hastaliginin yaklasimsal histopatolojik teshisi icin gerekli
mikroskobik bulgular1 agiklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

%10’luk nétral bufferh formalin soliisyonunda tespit edilen lezyonlu agiz mukozas: kisimlar: (dil,
dudak, yanaklar, damak) ve tonsiller, rutin doku isleme yontemlerine gore islenerek hazirlanan
parafin bloklardan alinan doku kesitleri, HE boyasi ile boyanir ve 151k mikroskobunda muayene
edilir. Doku kesitlerinde; nekrotik epitel katlarinda sinsityal hiicre olusumlarinin ve nekrotik
epiteller ile sinsityalarda intrasitoplazmik-intranuklear inkluzyon cisimciklerinin varlig1 aranir.

7.1. Materyal
Lezyonlu ag1z mukozas: kisimlari (dil, dudak, yanaklar, damak) ve tonsiller incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gomme Cihazi
Mikrotom

Etiav

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40 formaldehid

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fosfat dibazik (anhidr6z)
Dereceli alkoller (60° 70° 80°, 96°)
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Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asit

Entellan

%10’luk notral bufferl formalin soliisyonu
%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz) 6.5 g

Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat
Distile su

Asit alkol
Alkol %70

Hidroklorik asit, konsantre

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi

7.2.1.Dokularin Tespiti:
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Lezyonlu ag1z mukozasi kisimlari (dil, dudak, yanaklar, damak) ve tonsiller, %10’Tuk nétral bufferl:

formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:

« Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.

 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan armdirihr.

o Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden armndirilirlar.

Etanol 60°

Etanol 70°

Etanol 80°

Etanol 96°

Etanol 96°

Absolut etanol 100°
Absolut etanol 100°
Ksilol

(120 dakika)
(120 dakika)
(120 dakika)
(120 dakika)
(120 dakika)
(120 dakika)
(120 dakika)
(120 dakika)
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Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 um kalnhginda kesitler aliarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”lik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:

Daha sonra kesitler HE ile boyanarak tizerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak {izere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir
ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80°, 70°)gecirilerek her birinde ler dakika olmak iizere
dehidre edilir.

Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den baslayarak her birinde 2%ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.

11. Uzerlerine lamel yapistirlir.

2. Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.

3. Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.
4. Cesme suyunda yikanir.

5. Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinr.

6. Cesme suyunda yikanir.

7.

8.

9.

7.3. Sonuglarm Degerlendirilmesi:

Hematoksilen-Eosin ile boyanan doku kesitlerinde; agiz mukozasindaki epitel hiicreleri nekroze
olur. Nekrotik hiicrelerin sitoplazmalar1 koagiile ve eozinofiliktir. Nekroz zamanla hem genisler,
hem de ¢ok katli epitelin {ist tabakalarina dogru ilerler. Nekrotik odagin ¢evresindeki Str. spinosum
hiicrelerininbirlesmesiyle cok cekirdekli sinsityal dev hiicreleri sekillenir. Gerek bu dev hiicrelerinde
ve gerekse epitel hiicrelerinde sitoplazmik, eozinofilik inkliizyon cisimcikleri olusur (Resim 1
ve 2). Daha az oranda da olsa ayni hiicrelerde niiklear inkliizyonlar da g6zlenir. Gastrointestinal
mukozada benzer lezyonlar vardur.
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Tonsiller, peyer plaklarive gastrointestinal kanalin diger lenfoid dokularindaki germinal merkezlerde
ve lenfositlerde siddetli nekroz vardir. Tonsillerin kriptleri nekrotik bir kitle ile doludur. Saglam
kalmus kript epitellerinde sinsityal dev hiicreleri sekillenebilir. Gerek bu dev hiicrelerinde, gerekse
diger epitellerde sitoplazmik ve niiklear eozinofilik inkliizyonlar goriilebilir. Hastaligin endemik
oldugu bolgelerde lezyonlar, genellikle agiz boslugunda gelismekte, sindirim sisteminin alt kismi
pek etkilenmemektedir.

3 AY p !

Resim 1. Dejeneratif ve nekrotik agiz mukozasi (halka icleri), yangisal hiicre infiltrasyonu (oklar),
psddomembran (/), Sigir vebast hastaligi, HE, x100 (Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dal1 Arsivi).

Resim 2. Inkluzyon cisimcikleri (yildizlar) ve sinsityal tipi dev hiicresi (oklar),
Sigir vebasi hastaligl, Ag1iz mukozasi, HE, x400
(Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Arsivi).
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.01.15_RINDERPEST.pdf

[0 Brown, C.C., Baker, D.C., Barker, I.K. (2007) Alimentary System, In: Jubb, Kennedy, and
Palmers Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders,
Edinburg, London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:2, p. 135-136.

[J Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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EKTIMA (CONTAGIOUS PUSTULAR DERMATITIS)
HASTALIGININ HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Basta koyun ve kegiler olmak iizere kii¢iik ruminantlarda Ektima (Contagious Pustular Dermatitis)
Hastaligrnin yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Ektima (Contagious Pustular Dermatitis, Enfeksiyoz Labial Dermatitis, Sore Mouth, Scabby
Mouth, Orf) Hastalig1 : Koyun ve kegilerin bir Pox virus hastalig1 olup insan, inek, yabani gevis
getirenler ve ¢ok ender olarak da kopeklerde rastlantisal enfeksiyonlar seklinde goriilmektedir.
Hastalik yalanc sigir cicegi ve sigir papiiler stomatitisi viruslarina yakin benzerligi olan bir
Parapoxvirus tarafindan olusturulur.

Hastaligin ekonomik 6nemi vardir; hastalikli hayvanlar ne siit emebilir ne de otlayabilir, bu da
kondisyon kaybiyla sonuglanir. Duyarl1 bir hayvan toplulugunda morbidite %907 erisebilir, ancak
mortalite sekonder enfeksiyonlar olmadikga %11 gegmez.

Makroskobik olarak en belirgin lezyon deri tizerinde 2-4 mm kalinhga erisen esmer-gri renkte kalin
bir kabuk tabakasidir. Bu lezyonlar dudaklarin komissuralarinda baslar ve dudak kenarlarindan
burun ucuna kadar yayilir. Zaman zaman primer lezyonlara goz gevresinde rastlanir. Siddetli
olgularda, lezyonlar gingiva, damak ve dilde sekillenir. Alt sindirim sistemindeki lezyonlar tilserli
gastro-enteritis seklindedir. Lezyonlar tipik ¢icek devreleri seklinde gelisir, ancak ok daha proliferatif
ozelliktedir. Vezikiiler devre gecicidir ve pustiiller gobekli olmaktan ¢ok diiz bir yapidadur.
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Kiigiik ruminantlarda Ektima (Contagious Pustular Dermatitis) hastaliginin yaklagimsal
histopatolojik teshisi icin gerekli mikroskobik bulgular1 agiklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

%10’luk nétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilen lezyonlu agiz mukozas: (dil, dudak,
dis etleri ve damak 6rnekleri rutin doku isleme yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin
bloklardan alinan doku kesitleri, HE ile boyanir ve 151tk mikroskobunda muayene edilir. Doku
kesitlerinde, epitellerde vakuollesme, proliferasyon, intraepidermal mikroapse ve kabuk olusumu
ve bazofilik introstoplazmik inklizyon cisimciklerinin varlig1 aranur.

7.1. Materyal
Lezyonlu ag1z mukozasi (dil, dudak, dis etleri, damak) 6rnekleri incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi
Mikrotom

Etav

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
9%37-40 formalin

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyast
Lityum karbonat

Hidroklorik asit

Entellan

%10’luk noétral bufferli formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz) 65¢g
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Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:

Lezyonlu agiz mukozasi (dil, dudak, dis etleri, damak) drnekleri, %10’luk notral bufferli formalin
soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan armdirihr.

« Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplaria gecen doku 6rnekleri, Doku Gémme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 um kalmhginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak icin 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4. Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmasi:

Kesitler HE ile boyanarak {izerlerine lamel kapatilir.
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Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir
ve sirastyla dereceli alkollerden (96° 80°, 70°)gecirilerek her birinde ler dakika olmak iizere
dehidre edilir.

Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70%den baslayarak her birinde 2ser dakika olmak tizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinur.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.

11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

2. Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.

3. Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanir.
4. Cesme suyunda yikanur.

5. Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

6. Cesme suyunda yikanir.

7.

8.

9.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Mikroskobik lezyonlar stratum spinozumdaki epitel hiicrelerinde degisen siddette dejeneratif
degisiklikler, belirgin epidermal proliferasyon, intraepidermal mikro apseler ve kabuk olusumuyla
karakterize olur. Ayrica sitoplazmik eozinofilik inkluzyon cisimcikleri dikkati ¢eker.

Dermiste yiizeysel ddem, belirgin kapillar genisleme ve perivaskiiller mononiiklear hiicre
infiltrasyonu goriiliir. Retikiiler dejenerasyon bdlgelerine nétrofiller infiltre olur ve mikroapseleri

olusturur. Orto- ve parakeratotik hiperkeratozis, proteinli sivi, dejenere nétrofiller, hiicresel
yikintilar ve bakteriyel kolonilerden olusan kalin bir kabuk sekillenir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[0 Ginn, PE., Monsell, .E.K.L., Rakich PM. (2007) Skin and Appendages, In: Jubb, Kennedy,
and Palmer’s Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 1st ed., Elsevier Saunders,
Edinburg, London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:2, p. 664-674.

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni

www.tarim.gov.tr 101




‘ \ T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
o | TESHISTEMETOT BIRLIGI

KOYUN VE KECI CICEK HASTALIGI
(SHEEP AND GOAT POX DISEASE)’NIN
HiSTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Koyun ve kegilerde Cigek Hastalig1 (Sheep and Goat Pox Disease)nin yaklasimsal histopatolojik
teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmas: saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Cigek Hastaligi: Poxviridae familyas: icinde yer alan virus epiteliotropik 6zellikte olup kanatli-
larda, yabani ve evcil hayvanlarda ve insanlarda kutan ve sistemik enfeksiyonlara yol agmaktadir.
Enfeksiyonun bulagmasi hastalikli koyunlardan direkt temasla ya da bulagik ¢cevreden olur. Virus
kurumaya kars1 ¢cok direngli olup yapagida 2 ay ve kurumus kabuklarda 6 ay siireyle canliligini
korur. Hastaliga duyarlilik agisindan ik farkliligr s6z konusudur. Ince yapagili merinos koyunlari
ozellikle duyarhidir. Koyun gigegi her yas hayvanda goriiliir, ancak hastalik 6zellikle kuzularda ¢ok
siddetli seyreder. Kuzularda mortalite % 80-100 arasindadur.

Koyun cigegi sistemik bir hastaliktir. Enfeksiyon daima solunum yoluyla olur, ancak deri
styriklari yoluyla da olusabilir. Klinik bulgular ates, lakrimasyon, salivasyon, serdz burun akintisi
ve hiperestezidir. Deri lezyonlar1 birka¢ giin sonra o6zellikle yapaginin az oldugu bolgelerde
sekillenmeye egilimlidir. Tipik olarak goz kapaklari, yanaklar, burun delikleri, vulva, meme,
skrotum, prepusyum, kuyrugun ventral yiizii ve bacaklarin i yiizlerinde gelisir.

Makroskobik lezyonlar ¢igek enfeksiyonlarinin tipik gelisimini izler. Koyun cigeginde belirgin
vezikiiler devre vardir. Vezikiiller gobekli olup ¢ok boslukludur, delindiklerinde ¢ok az siv1 ¢ikar.
Pustiil devresi ince bir kabuk olusumu ile karakterizedir. Belirgin dermal 6dem vardir. Cok duyarli
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hayvanlarda enfeksiyonun erken doneminde sik sik hemorajik papiiller sekillenir, daha sonra
gastrointestinal ve respiratorik sistemde {ilserli lezyonlar olusur. Olgularin yaklasik %30'unda
multiple akciger lezyonlar1 sekillenir, bunlar konsolidasyon odaklaridir. Bébrek kortekslerinde
multifokal nodiillere rastlanir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Koyun ve kegilerde Cigek Hastaligi'nin yaklasimsal histopatolojik teshisi i¢in gerekli mikroskobik
bulgular: agiklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

9%10’luk noétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilen lezyonlu deri (epidermis) kisimlar, dil,
dudaklar, damak, rumen ve abomasum mukozalari, akciger, karaciger ve bobrek 6rnekleri, rutin
doku isleme yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, HE
ile boyanir ve 151k mikroskobunda muayene edilir. Doku kesitlerinde, deri ve kutan mukozalarda
hidropik-balonumsu dejenerasyona ugrayan spinosum kat1 epitel hiicreleri ile dermiste goriilen
karakteristik koyun cicek hiicrelerinde intrasitoplazmik eosinofilik inkluzyon cisimciklerinin
varlig1 aranir.

7.1. Materyal

Lezyonlu deri kisimlary, dil, dudaklar, damak, rumen ve abomasum mukozalari, akciger, karaciger
ve bobrek 6rnekleridir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gomme Cihazi
Mikrotom

Etiv

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40 formalin

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60° 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asit
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Entellan

%10’luk noétral bufferli formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1. Dokularin Tespiti:

Lezyonlu deri kisimlary, dil, dudaklar, damak, rumen ve abomasum mukozalari, akciger, karaciger
ve bobrek 6rnekleri, %10’luk nétral bufterli formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
o Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

o Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden armdirihrlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplara gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.
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7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 um kalmhginda kesitler aliarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1lik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:

Kesitler HE ile boyanarak {izerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak {izere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir
ve sirastyla dereceli alkollerden (96° 80° 70°)gegirilerek her birinde l'er dakika olmak iizere
dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanir.

Cesme suyunda yikanir.
Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

Cesme suyunda yikanir.
Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den baslayarak her birinde 2’ser dakika olmak iizere 80° ve 96%lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.

11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

Y 0 N Uk »

7.3. Sonuglarm Degerlendirilmesi:

Histopatolojik muayenede; koyun c¢icegi lezyonlarinda tipik epitel degisiklikleri vardir; stratum
spinozumda belirgin hidropik dejenerasyon, mikrovezikiiller, eozinofilik sitoplazmik inkluzyon
cisimcikleri (Guarnieri) ve epidermis hiperplazisi goriiliir. Lezyonlara hem yiizey epiteli hem
de kil follikiil epitelinde rastlanir. Ik dermal lezyonlar makroskobik olarak eritematéz makiil
seklinde goriilen 6dem, hiperemi ve nétrofil infiltrasyonudur. Papiil devresinde, 6demli olan
dermiste mononiiklear hiicreler toplanur. Ilk kez Borrel tarafindan tanimlanan bu hiicreler “cellules
claveleuses” ya da “koyun ¢icegi hiicreleri” olarak bilinirler ve hastalik i¢in karakteristiktirler.
Koyun cicegi hiicrelerinin ¢ekirdekleri vakuollii olup kromatin ¢ekirdek membraninda yogunlasir.
Vakuollii sitoplazmada tek ya da ender olarak ¢ok sayida eozinofilik inkluzyon cisimcigine rastlanir.
Koyun gicegi hiicreleri virusla enfekte monosit, makrofaj ve fibroblastlardir. Enfeksiyondan yaklasik
10 giin sonra, epitel lezyonlarimin en belirgin oldugu dénemde arteriol ve postkapillar veniillerde
siddetli nekrotik vaskiilitis sekillenir.

Akciger lezyonlar: proliferatif alveolitis ve bronsiolitis olup yer yer fokal kaze6z nekroz odaklari
goriiliir. Alveol septumu hiicrelerinde sitoplazmik inkluzyon cisimcikleri vardir. Kalp, bobrek,
karaciger, adrenal bezler, tiroid ve pankreasta koyun ¢igegi hiicre topluluklarindan olusan lezyonlar
gozlenir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[J OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.07.14_S_POX_G_POX.pdf

[0 Ginn, PE., Monsell, ].E.K.L., Rakich, PM. (2007) Skin and Appendages, In: Jubb, Kennedy, and
Palmer’s Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 1.st edition, Elsevier Saunders,
Edinburg, London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:2, p. 664-674.

[J Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3.rd edition, McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney; p.
38-39.
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KUCUK RUMINANT VEBASI (PESTE des PETITS
RUMINANTS) HASTALIGI'NIN

HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Kii¢iitk Ruminant Vebasi (Stomatitis Pneumoenteritis Kompleks, Kata, Peste des Petits
Ruminants-PPR) Hastaligi'nin yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gecerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan 6zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan
ve solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan
caligma ortaminin iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre tinitesine sahip olmasi
gereklidir. Hastalikli materyal ve sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali
ve “OIE Manual, Biosafety and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and
Animal Facilities” bolimi (http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/
tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf) esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.
PPR(Peste des petits ruminants): Kiiciik Ruminant Vebas1 hastalig.

Kii¢iik Ruminant Vebasi: Morbilli viruslar tarafindan olusturulan o&zellikle koyun ve
kegilerde goriilen akut, sigir vebasina ¢ok benzeyen viral bir hastaliktir. Koyun ve kegilerin
sig1r vebasi virusu ile enfekte edilmesi veya sigir vebas agisi ile agilama kiigiik ruminantlari
bu hastaliga kars1 korur.

Virusun giris yeri nazofaringeal mukozadir. Buradaki enfeksiyonu takiben viremi baslar, daha
sonra virus affinite gosterdigi sindirim ve solunum sistemi epitel hiicreleri ile lenforetikiiler
dokuya yayilir. Hastaligin ¢cogu ozelligi sigir vebasina benzer. Yalniz farkli olarak solunum
sistemi de siddetli derecede etkilenir ve kegilerde perakut seyreder.

Klinik olarak dispne, hiperpne ve oksiiriik ile seréz, mukopurulent géz ve burun akintisi
vardir.

Nekropside dudak, dis eti, dilin serbest ucu, yanak papillalar1 ve larinkste eroziv-iilseratif
lezyonlar belirgindir. Abomazumda, ince bagirsaklarda hemoraji, peyer plaklarinda nekroz
mevcuttur. En 6nemli nekropsi bulgusu ise kolon ve rektumda zebra ¢izgilerini andiran
kanamalarin goriilmesidir.
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Akcigerlerde 6zellikle anteroventral bronkopndmoni yaygin olarak goriiliir. Bazen fibrinli bir
ploritis de sekillenebilir.

Lenforetikiiler dokularda ise dalak biiyiimiis, mediastinal ve mezenteriyel lenf digiimleri
konjesyone ve 6demlidir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Kiigiik Ruminant Vebasi Hastaligi'min yaklasimsal histopatolojik teshisi igin gerekli
mikroskobik bulgular: agiklamaktr.

7. TEST METODUNUN TANIMI

%10’luk notral bufferl formalin soliisyonunda tespit edilen lezyonlu ag1iz mukozasi kisimlari
(dil, dudak, yanaklar, yumusak damak), tonsiller ve akciger 6rnekleri rutin doku isleme
yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, HE ile
boyanir ve 151tk mikroskobunda muayene edilir. Doku kesitlerinde, nekrotik epitel katlarinda
sinsityal hiicre olusumlarinin ve nekrotik epiteller ile sinsityalarda intrasitoplazmik-
intranuklear inkluzyon cisimciklerinin varlig1 aranir.

7.1. Materyal

Nekrotik-eroziv ve/veya iilseratif lezyonlarin bulundugu agiz mukozas: kisimlari (dil, dudak,
yanaklar, damak), tonsiller ve akciger 6rnekleri incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi
Mikrotom

Etav

Boyama seti/ Boyama Cihaz1
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40 formalin

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asit

Entellan
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%10’luk nétral bufferli formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidr6z) 6.5¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:

Lezyonlu ag1z mukozasi kisimlari (dil, dudak, yanaklar, damak), tonsiller ve akciger 6rnekleri,
%10’luk nétral bufferl: formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:

« Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.

« Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

« Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden
gecirilerek 6nce dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

o En son parafin kaplarina gecen doku ornekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine
gomiilerek sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinliginda kesitler alinarak
fazla nemi uzaklagtirmak icin 56°-60”lik etiivde kurutulur.
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7.2.4. Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmasi:
Kesitler HE ile boyanarak iizerlerine lamel kapatilir.
Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, dnce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak {izere tutularak
parafin uzaklagtirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1’er dakika tutularak
ksilol uzaklastirilir ve sirasiyla dereceli alkollerden (96° 80°, 70°)gegirilerek her birinde
ler dakika olmak tizere dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.

Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.
Cesme suyunda yikanir.

Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

Gesme suyunda yikanir.

Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.

Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70%den baslayarak her birinde 2’ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve
absolut alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinir.

¥ X NN w

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.

11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Lezyonlu ag1z mukozasi kisimlari (dil, dudak) ve tonsillerden hazirlanan doku kesitlerinde,
nekrotik—eroziv stomatitis ve nekrotik tonsillitis gozlenir. Hafif multifokal trakitis, bronsitis
ve nekrotik bronsiyolitis, diffuz proliferatif interstitiel pnémoni ve alveolar sinsityal hiicre
formasyonlar1 goriiliir. Sindirim sisteminin lezyonlu boélgelerindeki epiteller ile brons ve
bronsiyol epitellerinde, tip II pnomositlerde ve sinsityal hiicrelerde sitoplazmik ve niiklear
eozinofilik inkliizyonlar vardir.

8. ILGiLI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[0 OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.
oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.07.11_PPR.pdf

[] Caswell, J.L., Williams, J.W. (2007) Respiratory System, In: Jubb, Kennedy, and Palmer’s
Pathology of Domestic Animals. Maxie, MG (ed), 5th ed., Elsevier Saunders, Edinburg,
London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:2, p. 132-133, 150-152, 618.

[] Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute
of Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney,
p. 38-39.
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KOYUNLARIN PULMONER ADENOMATOZISI
(OVINE PULMONARY ADENOMATOSIS)’NIN
HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Koyun ve kegilerde Pulmoner Adenomatoz (Ovine Pulmonary Adenomatosis)un yaklagimsal
histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari igin gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmas: gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.
OPA: Ovine Pulmonary Adenomatosis.

Koyunlarin Pulmoner Adenomatozisi (Ovine Pulmonary Adenomatosis): Hastalik etkeni
Retrovirustip A/D'dir. Viral bir enfeksiyon gibi degerlendirmekten ziyade diisitk dereceli karsinomlar
gibi davranan “bronsioloalveoler tiimoriin enfeksiydz formu” olarak kabul edilmektedir.

Diinyada koyunculugun yogun yapildig1 bolgelerde gozlenir. Klinik bulgular aylarca, yillarca
gozlenmez, ancak eriskin koyunlarda dikkati ¢eker. Hastaligin baslangicindaki ana bulgular
oOksiiriik ve egzersize kars: dayaniksizliktir. Daha sonra burunda bol miktarda sulu eksudat goriiliir
ve buna bagli hiriltih solunum dikkat ¢eker. Burundan akan eksudat, 6zellikle hayvanin basi agsagrya
dogru indirildiginde artar. Bu da 6nemli bir bulgudur.

Nekropside saptanan en dnemli lezyonlar akcigerlerdeki irili ufakli gri- beyaz nodiillerdir. Bazen
bu nodiiller amfizemat6z bir bandla ¢evrilidir. Akcigerler oldukea agirlasir ve iyi kollabe olmazlar,
kesit yiizleri nemlidir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Koyun ve kegilerde Pulmoner Adenomatoz'un yaklasimsal histopatolojik teshisi icin gerekli
mikroskobik bulgular1 agiklamaktir.
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7. TEST METODUNUN TANIMI

%10’luk notral bufferl formalin soliisyonunda tespit edilen lezyonlu akciger 6rnekleri, rutin doku
isleme yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin bloklardan almnan doku kesitleri, HE ile
boyanir ve 151k mikroskobunda muayene edilir. Histolojik akciger kesitlerinde, alveol ve bronsiol
epitellerinde adenomatoid lezyonlarin varlig1 aranir.

7.1. Materyal
Lezyonlu akciger 6rnekleri incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi
Mikrotom

Ettv

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
9%37-40 formalin

Sodyum fosfat monobazik
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asit

Entellan

%10’luk notral bufferli formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidré6z) 65¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
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Asit alkol
Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:
Lezyonlu akciger 6rnekleri, %10’luk nétral bufterli formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

o Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden armndirihrlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

o En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 um kalmhginda kesitler alarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:
Kesitler HE ile boyanarak iizerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir

ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80°, 70°)gecirilerek her birinde ler dakika olmak iizere
dehidre edilir.

www.tarim.gov.tr 113




‘ \ | 1.C.GIDATARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Ziimee | TESHISTEMETOT BIRLIGI

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.

Cesme suyunda yikanir.
Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlas alinir.

Gesme suyunda yikanur.
Lityum karbonath suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den baglayarak her birinde 2’ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.

11. Uzerlerine lamel yapigtirilir.

O X NN »D

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Pulmoner Adenomatoz’un karakteristik histolojik bulgusu; alveolleri doseyen kiibik ve prizmatik
hiicrelerinliimenlere dogru yaptigiuzantilar vebunlarm olusturdugu multiple proliferatif odaklardir.
Devam eden proliferasyonun nedeni bilinmemektedir; disorganize ve dejeneratif bolgelerde
genellikle fibroplazi goriiliir. Erken ve komplike olmamis proliferatif lezyonlarda, yangisal hiicre
infiltrasyonu goriilmez; buna karsin alveol liimenlerinde yer yer makrofaj topluluklarina rastlanur.
Intersitisyel yanginin yoklugu ile prizmatik ya da kiibik epitellerin papiller proliferasyonlari, alveol
epitel hiperplazisinin nispeten 6nemsiz oldugu kronik progresif pnomonide (Maedi) goriilen
lenfofolikiiler intersitisyel pndmoniden ayrimi saglayan 6nemli bir noktadir. Birgok nodiilde hem
alveoler hem de bronsiollerde papiller proliferasyonlar goriiliir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
[] OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.07.10_OPA.pdf

[ Caswell, J.L, Williams, JW. (2007) Respiratory System, In: Jubb, Kennedy, and Palmer’s
Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders, Edinburg,
London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:2.

[0 Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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TEK TIRNAKLILARDA RUAM
(GLANDERS) HASTALIGI'NIN
HiSTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Tek tirnaklilarda Burkholderia mallei tarafindan meydana getirilen Ruam (Glanders) Hastaligi'nin
yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI
Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR
Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Ruam (Glanders) Hastaligr: Burkholderia mallei (W.H. Burkholder: koklii bitkilerde [sogan
gibi] clirlimeye neden olan etkenleri [Pseudomonas sp.] kesteden Amerikali bir bakteriyolog)
tarafindan olusturulan zoonoz bir enfeksiyondur. Giiniimiize kadar etken Pseudomonas mallei,
Actinobacillus mallei, Malleomyces mallei ve Leofferella mallei gibi gesitli isimlerle de anilmistir.
Ruam hastalig1 tek tirnakli hayvanlarin (at, katir) enfeksiyoz hastahigidir. At eti yiyen karnivorlarda
(aslan, kaplan, kopek, kedi) da goriilebilir. Kegi ve koyunlar kontakt enfeksiyona duyarliysa da sigir
ve domuzlar duyarsizdur.

Hastalik etkeni, hasta hayvanlarin burun ve bogaz salgilar1 ya da diskilariyla kontamine su ve
yiyeceklerle alimenter ve kismen de aerojen alinir. Etkenle bulagik materyalin derideki portantreler
ve konjunktivadan girmesi de miimkiindiir.

Alman etken orofaringeal mukozaya, bagirsaklara yerlesir. Lenf damarlariylabolgelenfyumrularina,
sonra da hematojen yol ile i¢ organlara ve akcigere gelir. Bu nedenle burun ve akciger ruami daima
sekunder olusur. Deri ruaminin sekillenmesi derideki ¢atlaklardan olursa genelde ytizeysel kalir,
esas yayllim hematojendir.

Atlarda ruam hastaligi burun, akciger ve deri ruami olmak tizere 3 formda goriiliir. Burun ruaminda,
tilseratif ve nodiiler pyograniilomat6z lezyonlar; akciger ruaminda eksudatif ve produktif (nodiiler
pyograniilomatéz) lezyonlar; deri ruaminda ise iilseratif dermatitis ve/veya nodiiler lenfangitis
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sekillenir.

Burun ruaminda mukoza hiperemiktir. Submukozada pyogranulomatéz lezyonlar goriiliir. Irinli
nekrotik nodiilciiklerle baslar; iilser, graniilasyon dokusu ve nedbelesmeyle sonuglanir. Propria
mukozada damarlarin tromboza ugramasi ve lokosit infiltrasyonu 6dem sonucu mukoza kabarir.
Mukozada tek veya multiple; submilir veya milier, bulanik sarimtirak boz renkte ¢evresi hiperemik
halkayla kusatilmis nodiilciikler gelisir. Nodiillerin merkezi irinleserek erir, {izerindeki mukoza
nekroze olup dokiiliir. Dipleri diiz, kenarlar1 dik inen, zimba ile delinmis gibi primer ruam iilserleri
(lentikiiler iilserler) sekillenir. Primer iilserlerin birlesmesiyle kenarlari kabarik, tabani granulasyon
dokusundan yapilmis sekunder tilserler (kemirilmis gibi rodent iilserler) olusur. Septum nazide de
perforasyon sekillenir.

Akciger ruamy, etkenin virulansi ve organizmanin reaksiyonuna gore akut veya kronik seyreder.
Morfolojik goriiniimiine gére eksudatif veya produktif (granulomat6z) olur.

Deriruaminda, derialtilenf damarlarin kordon halinde kalinlagma ve bunlarin tizerlerine rastlayan
lenf damarlar1 uzaminca tesbih tanesi gibi dizilmis nodiiller sekillenir. Bunlarin ortasi nekroza
olup irinlesir ve deri yiizeyine acilimastyla kenarlar1 kalkik iilserler gelisir. Iclerinden zeytinyag:
goriiniis ve kivaminda "Huile de Farcin" denilen eksudat gelir. Cevredeki deri alt1 bag dokusunda
da flegmon olusur (Malleus Flegmonu). Ilerlemis durumda bu bélgelerde 6dem sonu bag dokusu
artis1 olur ve Elephanthiasis Malleosa sekillenir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Tek tirnakhilarda Ruam (Glanders) Hastaligimin yaklasimsal histopatolojik teshisi icin gerekli
mikroskobik bulgular1 agiklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Ust solunum yollar1 mukozasi (burun, larinks, trakea), akciger, deri ve lenf diigiimii érnekleri,
%10’ luk nétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilir. Tespit edilen 6rnekler, daha sonra
rutin doku isleme yontemlerine gore islenir ve hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri,
Hematoksilen-Eosin (HE) boyast ile boyanarak 1sik mikroskobunda muayene edilir. Histolojik
doku kesitlerinde; kireclenme gosterebilen pyograniilomat6z nodiil ve ilserler ile karakterize
lezyonlarmn varlig1 aranur.

7.1. Materyal

Ust solunum yollart mukozasi (burun, larinks, trakea), akciger, deri ve lenf diigiimii érnekleri
incelenir.

7.1.1. Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi
Mikrotom

Etiv

Boyama seti

Boyama Cihazi

Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40 formaldehid
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Sodyum fosfat monobasic
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz)
Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi

Lityum karbonat

Hidroklorik asid

Entellan

%10’luk notral bufferl formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobasic 40¢g
Sodyum fosfat dibasik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonat

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asid, konsantre 10.0 ml
7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:

Doku 6rnekleri, %10’luk nétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilir.
7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
« Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.

 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

« Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En S(in parafin kaplarina gegen doku 6rnekleri, Doku Gémme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.
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7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinhginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:
Daha sonra kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyanarak tizerlerine lamel kapatilir.
Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak
parafin uzaklastirihr. Iki adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol
uzaklastirilir ve sirastyla dereceli alkollerden (96° 80°, 70°) gegirilerek her birinde ler dakika
olmak iizere dehidre edilir.

Lityum karbonath suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70den baslayarak her birinde 2%ser dakika olmak tizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinur.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.
11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

2. Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.

3. Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanir.
4. Cesme suyunda yikanir.

5. Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinur.

6. Cesme suyunda yikanir.

7.

8.

9.

7.3. Sonuglari Degerlendirilmesi:

Burun mukozasina etken sekunder yoldan geldiginden ilk mikroskopik bulgu damarlardaki
hiperemi ve yangili tromboz sekillenmesidir. Damar ¢evresindeki dokuda yogun nétrofil lokosit
infiltrasyonu ve kanamalar bulunur. Notrofil l6kositlerin ¢ogunun ¢ekirdekleri parcalanmustir,
karyoreksise (Karyorrhexis) ugramistir. Karyoreksis ruam hastaliginin teshisi icin karakteristik bir
bulgu olarak kabul edilir.

Akcigerlerde produktif tipte, nodiiller goriiliir (Resim 1). Nodiillerin ortasinda karyorektik notrofil
16kositlerin yer aldig1 nekroz sahas; gevresinde aralarinalenfositlerin de serpistigi makrofaj, epiteloid
histiyosit ve dev hiicreleri; en dista da fibrosit ve fibroblastlardan (bag dokudan) olusan kapsiil
bulunur. Eski nodiillerin ortasi kireglenir. Dev hiicresi azdir, cogunlukla goriilmez. Eksudatif tipte
ise purulent bronkopnomoni ile karsilagilir (Resim 2). Dokuda nekroz sonucu erimeler, kavernler
goriiliir. Alveollerin i¢inde karyoreksise ugramis nétrofil 16kositleri igeren eksudat bulunur.

Deride, iilser ve nodiillerin yanisira lenf damarlarinda trombotik-purulent lenfangitis malleosa,
gevrede 6dem, flegmon ve olay kroniklestiginde bag dokusu artis1 vardur.
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Hiperemi

Nekroz

Resim 1. Produktif tipte nodiiler goriiniim, Karyoreksise ugramis nétrofil lokositler,
Ruam hastaligi, Akciger, HE, x100 (Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dal1 Arsivi).

Resim 2. Alveollerde 6dem ve karyoreksise ugramis notrofil 16kositler (oklar), Eksudatif tipte
ruam hastaligi, HE, x100 (Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Arsivi).

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[0 OIE (2012). Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.05.11_GLANDERS.pdf

[] Caswell, L., Williams, JW. (2007) Respiratory System, In : Jubb, Kennedy, and Palmer’s
Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders, Edinburg,
London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:2, p. 633-634.

[] Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of

Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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KISRAK VIRAL ABORTUSU
(EQUINE RHINOPNEUMONITIS)’N
HiSTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Atikfotislerdeve sinirsel semptom gosteren atlarda Rhinopneumonitis (Equine Rhinopneumonitis)
hastaliginin yaklagimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmas: gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Kisraklarin Viral Abortusu: Equine herpesvirus (EHV) tarafindan olusturulan, yeni dogan taylarda
ve yaris atlarinda (EHV-4) hafif solunum yolu enfeksiyonu ile kisraklarda (EHV-1) abortusla
karakterize bir enfeksiyondur. EHV-4 ile enfeksiyonlar yeni dogan taylarda sonbaharda goriiliir.
Aerogen enfeksiyonla alman etken {ist solunum yollarindan viicuda girer. Gebelerde plasenta
tizerinden yavruya geger .

Hafif ates, ser6z veya kataral rinitis ve konjunktivitis ile karakterizedir. Nadiren ishal ve
eklemlerde 6dem goriiliir. Hastaligin solunum sekli gegicidir. Burun mukozas: ve akcigerlerde
virusun olusturdugu primer lezyonlar nekropside nadiren goriiliir. Ancak sekunder bakteriyel
komplikasyonlar varsa rinitis, faringitis ve bronkopnomoni sekillenebilir.

Ozellikle yetiskinlerde beyinde nekrotik vaskiilitis sonucu gelisen hipoksi ve isemiye ilgili malasi;
dissemine meningoensefalitis nedeniyle klinikte ataksi goriiliir.

Gebelerde ( 7-10 aylarda) abortus ile karakteristiktir. Esas bulgular atilan fétustadir. Fotus ikteriktir,
mukozalarda petesiyel kanamalar, subkutan 6dem goriilebilir. Ancak organlardan ozellikle
karaciger ve dalakta fokal nekroz, pnémoni ve intraniiklear inkliizyon cisimcikleri goriiliir.
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Atik fotiislerde ve sinirsel semptom gosteren atlarda Rhinopndmonitis hastaliginin yaklasimsal
histopatolojik teshisi icin gerekli mikroskobik bulgular1 agiklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

%10’luk nétral bufferl formalin soliisyonunda tespit edilen atik fétiis dokular: veya sinirsel bulgu
gostererek olen atlarin beyin ve medulla spinalisi, rutin doku isleme yontemlerine gore islenerek
hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, HE boyasi ile boyanarak 151k mikroskobunda
muayene edilir. Doku kesitlerinde, atik fotiise ait organ orneklerinde milier-submilier nekroz
odaklar1 ¢evresindeki hiicrelerde asidofilik intraniikleer inkluzyon cisimcikleri; sinirsel bulgu
gostererek Olen atlarin beyin ve medulla spinalisinde nekrotik vaskiilitis ve bunun sonucunda
gelisen hipoksi ve iskemiye ilgili malasi; dissemine meningoensefalitis aranur.

7.1. Materyal

Atik fotus dokular ve sinirsel bulgu gostererek dlen atlardan alinan beyin ve medulla spinalis
ornekleri incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi
Mikrotom

Etav

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
9%37-40’lik formalin

Dereceli alkoller (60° 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asit, konsantre

Entellan

%10’luk notral bufferl formalin soliisyonu

9%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz) 65¢g
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Doymus Lityum karbonatli su

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:

Atik fotiis dokular1 ve sinirsel bulgu gostererek olen atlarn beyin ve medulla spinalis dokulari
%10’luk notral bufferl formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
« Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan armdirihr.

o Dokular, Doku Takip Cihazr'nda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden armndirihirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gémiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinhginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:
Kesitler HE ile boyanarak {izerlerine lamel kapatilir.
Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak tizere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir
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ve sirastyla dereceli alkollerden (96° 80°, 70°) gegirilerek her birinde 1er dakika olmak iizere
dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.

Cesme suyunda yikanur.
Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

Cesme suyunda yikanur.
Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den baslayarak her birinde 2'ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinur.

Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.

Uzerlerine lamel yapistirilir.

Sonuglarin Degerlendirilmesi:

ile boyanan doku kesitlerinde; atik fotiise ait akciger, karaciger, dalak ve lenf diigtimlerinde

milier-submilier nekroz odaklar1 goriiliir. Akcigerde brons, bronsiol ve alveol epitellerinde,
karacigerde hepatositlerde, dalak ve lenf diigtimlerinde EHV-1 i¢in patognomonik asidofilik
intraniiklear inkluzyon cisimcikleri dikkati geker. Sinirsel bulgu gostererek dlen atlarin beyin ve
medulla spinalisinde kii¢iik kan damarlarinda nekrotik vaskiilitis ile dissemine meningoensefalitise
ilgili bulgular (mononiiklear yangisal hiicre infiltrasyonu, perivaskiiler kufting, gliosis) saptanir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[J OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.05.09_EQUINE_RHINO.pdf

[J Schlafer, D.H., Miller, R.B. (2007) Female Genital System, In: Jubb, Kennedy, and Palmer’s
Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders, Edinburg,
London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:3, p. 532-534.

[0 Caswell, J.L, Williams, JW. (2007) Respiratory System, In: Jubb, Kennedy, and Palmer’s
Pathology of Domestic Animals. Maxie, M.G. (ed), 5th ed., Elsevier Saunders, Edinburg,
London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:2, p. 549, 629.

[] Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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EQUINE VIRAL ARTERITIS’IN
HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Basta atlar olmak {izere tek tirnaklilarda Viral Arteritis (EVA) hastaliginin yaklasimsal histopatolojik
teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
EVA: Equine Viral Arteritis
HE: Hematoksilin-Eosin

Equine Viral Arteritis: Togoviridae familyasina ait Arteriviruslar tarafindan atlarda goriilen viral
bir hastaliktir.

Virus, enfeksiyonun akut evresinde solunum ve venereal yolla bulasir. Venereal yolla enfekte olan
kisraklar bagisik olmayan kisraklar1 aerosol yolla enfekte edebilirler. Virus damarlarin endotel
hiicrelerine affinite gosterir.

Klinik olarak bacaklarda ve govdenin ventral boliimlerinde 6dem, mukopurulent géz ve burun
akintisi rhinitis ve konjunktivitis goriiliir. Deride erupsiyonlar, gebe hayvanlarda ise abort sekillenir.
Bubulgulara ek olarak makroskopik incelemede, tiim serozalarda, mide ve akcigerlerde kanamalar;
pléra ve peritoneal boslukta fibrinli bir eksudat dikkati geker. Ozellikle kalin bagirsaklarda daha
siddetli olmak iizere hemorajik ve difteroid tabiatta enteritis sekillenir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Tek tirnakhlarda Viral Arteritis (EVA) hastaliginin yaklagimsal histopatolojik teshisi icin gerekli
mikroskobik bulgular1 agiklamaktir.
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7. TEST METODUNUN TANIMI

%10’luk notral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilen dokular rutin doku isleme yontemlerine
gore islenerek hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, HE ile boyanarak isik
mikroskobunda muayene edilir. Virus endotel hiicreleri i¢in patojenik olup damarlarda (6zellikle
sekum, kolon, dalak, bolgesel lenf yumrular1 ve adrenal korteksteki) panvaskiilitise neden olur.

7.1. Materyal

Hastaliktan siipheli olgularda ilgili organlardan (6zellikle sekum, kolon, dalak, iliskili lenf yumrulari
ve adrenal korteks) alinan ornekler incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi
Mikrotom

Etiv

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40’lik formalin

Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-Eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asit, konsantre
Entellan

%10’luk notral bufferli formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidro6z) 65¢g

Doymus Lityum karbonatli su
Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
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Asit alkol
Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:
Alinan dokular %10’luk nétral bufferl formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2. Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

« Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden armndirihrlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

o En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3. Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 um kalmhginda kesitler alarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:
Kesitler HE ile boyanarak tizerlerine lamel kapatilir.
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Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1.
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Doku kesitleri, once 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak tizere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir
ve sirastyla dereceli alkollerden (96° 80°, 70°)gecirilerek her birinde ler dakika olmak iizere
dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanr.

Gesme suyunda yikanur.
Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

Cesme suyunda yikanir.
Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70den baslayarak her birinde 2%ser dakika olmak tizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinur.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.

11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi :

Histopatolojik incelemede doku kesitlerinde, panvaskulitis goriiliir. Damarlarin endotel ve media
tabakasindaki hiicrelerde fokal ya da segmental nekrozlarin goriilmesi EVA i¢in patognomoniktir.
Ayrica damar duvarinda 6demle beraber yangisal hiicre infiltrasyonu dikkate ¢eker.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.05.10_EVA.pdf

[] Schlafer, D.H., Miller, R.B. (2007) Female Genital System, In : Jubb, Kennedy, and Palmer’s
Pathology of Domestic Animals. Maxie, MG (ed), 5.th edition, Elsevier Saunders, Edinburg,
London, Newyork, Toronto, London, Sydney, Vol:3, p.522-523.

[] Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3.rd edition, McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p.
38-39.
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KANATLI CICEK (FOWL POX) HASTALIGI’'NIN
HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC
Kanatlilarda Cigek (Fowl Pox) Hastaligi nin yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.

Kanath Cicek Hastaligi: Etken, Chordopoxvirinae alt familyasinda yer alan cinslerden
Avipoxvirus dur. Deri, mukoza, burun boslugu ve larinkste difteroid yangilar goriilmektedir. Deri
formunda, oncelikle titysiiz deri bolgelerinde (ibik, sakal, kloaka) ¢cok sayida yassi, birbirleri ile
kismen birlesen, bezelye biiyiikligline varabilen, tizerleri diiz veya sigilimsi bi¢cimde diigiimciikler
olusur. Bunlar bir siire sonra kirli sarimtrak renkte kuru bir eksudat ile (kabuklasma) ortiiliir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Kanathlarda Cigek Hastalig1'nin yaklasimsal histopatolojik teshisi i¢in gerekli mikroskobik bulgulari
aciklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Hastaliktan stipheli kanathlardan alinan ve %10’luk nétral bufferl: formalin soliisyonunda tespit
edilen lezyonlu deri kisimlari, difterik formda agiz mukozasi, 6zefagus, larinks veya trakea
ornekleri, rutin doku isleme yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin bloklardan alinan
doku kesitleri, HE ile boyanir ve 151k mikroskobunda muayene edilir. Doku kesitlerinde, deri ve
agiz mukozasinda proliferatif lezyonlar ve epitel hiicrelerinde patognomonik intrasitoplazmik
inkliizyonlar ile karakteristik histopatolojik bulgularin varlig: aranir.
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7.1. Materyal
Lezyonlu deri kisimlari, ag1z mukozasi, 6zefagus, larinks ve soluk borusu 6rnekleri incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi
Mikrotom

Etiv

Boyama seti / Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40'lik formalin

Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asit, konsantre
Entellan

%10’luk noétral bufferli formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonatli su

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml
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7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1. Dokularin Tespiti:

Lezyonlu deri kisimlari, ag1z mukozasi, 6zefagus, larinks ve soluk borusu 6rnekleri, %10’luk nétral
bufferli formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2. Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

o Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden armdirihrlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3. Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 um kalmhginda kesitler aliarak fazla
nemi uzaklastirmak icin 56°-60”lik etiivde kurutulur

7.2.4. Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:

Kesitler HE ile boyanarak {izerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, 6nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak
parafin uzaklastirihr. Iki adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol
uzaklastirilir ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80°, 70°) gegirilerek her birinde ler dakika
olmak iizere dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanir.

4. Cesme suyunda yikanir.
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Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

Cesme suyunda yikanir.

Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.

Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70den baslayarak her birinde 2%ser dakika olmak tizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinur.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden temizlenir ve seffaflandirilir.
11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Histopatolojik olarak; epidermis hiicrelerinde tipik balonumsu dejenerasyon vardir. Bu hiicrelerin
sitoplazmalarinda yag boyalaryla kolayca ortaya konabilen Bollinger inkluzyon cisimcikleri bulunur.

8. ILGIiLi DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[J OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.10_FOWLPOX.pdf

[0 Hofstad, M.S., Barnes, H.J., Calnek, B.W,, Reid, W.M., Yoder, H.-W. (1984) Diseases of Poultry,
8th ed., Iowa State Press, Ames, lowa, p. 524-534.

[J Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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GUMBORO HASTALIGI (INFECTIOUS BURSAL
DISEASE)’NIN HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Kanatlilarda basta tavuklarda Gumboro Hastalig1 (Infectious Bursal Disease)nin yaklagimsal
histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu ydnetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
IBD: Infectious bursal disease
HE: Hematoksilen-Eosin.

Gumboro Hastalig1 (Infectious Bursal Disease): Hastaligin spesifik etkeni, Birnaviridae ailesine
bagli Infectious Bursal Disease Virus (IBDV)udur. Tavuklarin, siklikla civciv ve piliglerin bulasicy,
bursa Fabricius gibi primer lenfoid organda bozukluklar yaparak immun sistemin baskilanmasina
yol agan viral bir hastaliktir. Hastalik en ¢ok sindirim yolu ile bulagir. Ancak agiz, goz ve kloaka ile
bulagma vardir. En gok 3-6 haftalik tavuklar duyarhidir.

Makroskobik olarak, bacak ve gogiis kisimlarinda, pektoral ve kalp kasinda kanamalar, hastaligin
seyrine gore bursa Fabriciusta 6dem, hemoraji ve nekrotik alanlar dikkati geker. Bursa Fabricius
atrofiktir. Dalakta gri renkte uniform alanlar bulunmaktadr.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Kanatlilarda Gumboro Hastaligrnin yaklasimsal histopatolojik teshisi icin gerekli mikroskobik
bulgular1 agiklamaktir.
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7. TEST METODUNUN TANIMI

Hastaliktan stipheli kanathlardan alinan ve %10’luk nétral bufferl: formalin soliisyonunda tespit
edilen bursa Fabricius 6rnekleri, rutin doku isleme yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin
bloklardan alinan doku kesitleri, HE ile boyanir ve 151tk mikroskobunda muayene edilir. Doku
kesitlerinde karakteristik histopatolojik bulgularin varlig1 aranr.

7.1. Materyal
Hastaliktan stipheli tavuklardan alinan bursa Fabricius 6rnekleri incelenir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihaz

Doku Gomme Cihaz
Mikrotom

Etiv

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40’lik formalin

Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyast
Lityum karbonat

Hidroklorik asit, konsantre

Entellan

%10’luk notral bufferl formalin soliisyonu

9%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonatli su

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml
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7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1. Dokularin Tespiti:
Bursa Fabricius 6rnekleri, %10’luk nétral bufferl formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
« Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

o Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirihrlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gémiilerek
sogutulur.

7.2.3. Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinhginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4. Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:
Kesitler HE ile boyanarak tizerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, once 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir
ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80°, 70°) gecirilerek her birinde 1er dakika olmak tizere
dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.
4. Cesme suyunda yikanir.
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Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

Cesme suyunda yikanir.

Lityum karbonatli suda 5 dakika bekletilir.

Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70den baslayarak her birinde 2%ser dakika olmak tizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinur.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.
11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi :

Histopatolojik olarak, bursal folikiillerin merkezinde dejenere ve nekrotik lenfositler vardir.
Intrafollikiiler heterofil infiltrasyonu ve kist olusumlari, interfolikiiler alanda plazma hiicreleri ve
makrofajlarla kronik olgularda fibroz bag doku goze carpar.

8. ILGIiLi DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[J OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.12_IBD.pdf

[0 Eterradossi, N., Saif, Y.M. (2008) Infectious Bursal Disease. In: Saif, Y.M., Fadly, A.M., Glisson,
J.R., McDougald, L.R., Nolan, L.K., Swayne, D.E. Diseases of Poultry, 12th ed., p. 185-208.

[] Shane, S.M. (2005) Handbook on Poultry Disease, 2nd ed., p. 72-75.

[0 Hofstad, M.S., Barnes, H.J., Calnek, B.W.,, Reid, W.M., Yoder, H.W. (1984) Diseases of Poultry,
8th ed., Iowa State Press, Ames, lowa, p. 566-575.

[0 Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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KANATLILARIN INFECTIOUS
LARINGOTRACHEITIS HASTALIGI'NIN

HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Kanatlilarda bagta tavuklarda Infectious Laringotracheitis (ILT) Hastaligrnin yaklagimsal
histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan 6zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
ILT: Infectious Laringotracheitis
HE: Hematoksilen-Eosin.

Infectious Laringotracheitis Hastaligi: Etken Herpesviriisdiir.Bir¢ok iilkede, onemli bir hastalik
olup daha dar alanda ¢ok kalabalik siiriilerde goriilmektedir. Direkt olarak iist solunum yolu ve
g0z yoluyla etken alinmaktadir. Mekanik bulagma daha ¢ok kullanilan kiimes malzemelerinden
olmaktadir.

Laryngotracheitis akut olarak solunum yolu hastalilarina neden olmaktadir. Burun mukozasinin
ve konjunktivanin kataral bir yangist ile baglar. Daha sonralary, larinks ve trakeanin iist kisimlarinin
mukozasinda 6dem, kanamalar ve fibrinoz degisiklikler meydana gelir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Kanatlilarda Infectious Laringotracheitis Hastaligi'nin yaklasimsal histopatolojik teshisi i¢in gerekli
mikroskobik bulgular1 agiklamaktir.
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7. TEST METODUNUN TANIMI

Hastaliktan stipheli kanathlardan alinan ve %10’luk nétral bufferl: formalin soliisyonunda tespit
edilen larinks ve trakea drnekleri, rutin doku isleme yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin
bloklardan alinan doku kesitleri, HE ile boyanir ve 151k mikroskobunda muayene edilir.

Doku kesitlerinde, trakea ve larinks mukoza ve submukozasinda mononiiklear yangisal hiicre
infiltrasyonu ile Cowdry tip A inkliizyon cisimcikleri aranr.

7.1. Materyal

Hastaliktan stipheli kanathlardan alinan trakea ve larinks 6rnekleridir.

7.1.1 Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi
Mikrotom

Etiv

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40'lik formalin

Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asit, konsantre
Entellan

%10’luk noétral bufferli formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonatli su

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
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Asit alkol
Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1. Dokularin Tespiti:
Trakea ve larinks 6rnekleri, %10’luk nétral bufterli formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2. Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
o Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

o Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden armdirihrlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

o En son parafin kaplarma gecen doku drnekleri, Doku Gémme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3. Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kahinliginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1lik etiivde kurutulur.

7.2.4. Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmasi:
Kesitler HE ile boyanarak tizerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, once 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir

ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80°, 70°) gecirilerek her birinde 1er dakika olmak tizere
dehidre edilir.
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Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.

Cesme suyunda yikanir.
Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlas alinir.

Gesme suyunda yikanur.
Lityum karbonatlh suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den baglayarak her birinde 2%ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden armndirilir ve seffaflandirilir.
11. Uzerlerine lamel yapigtirilir.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Histopatolojik olarak larinks ve trakea kesitlerinde, epitel hiicrelerinde silyum kaybi, mukoza ve
submukozada lenfosit, makrofaj ve plazma hiicre infiltrasyonlari, kanamalar ve epitel hiicrelerinde
Cowdry tip A intraniiklear inkliizyonlar (enfeksiyonun 3-5 giin i¢inde) goriiliir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
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KANATLI TUBERKULOZU
(AVIAN TUBERCULOSIS)’NUN
HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC
Kanathlarda Tuberculosis hastaliginin yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gecerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmasi gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE : Hematoksilen-Eosin.
ZN: Ziehl-Neelsen

Kanath Tiiberkiilozu: Hastalik etkeni Mycobacterium aviumdur. Kronik bir hastaliktir. Siirii
bazinda mortalite ve morbidite yiiksek olup yumurta verimi diigmekte ve sonunda o6lim
gerceklesmektedir. Hastalikli hayvanlar, kontamine cevre, toprak ve altlik bulasmada biiyiik rol
oynamaktadir.

Klinik semptomlar patognomik degildir. Fakat depresyon, halsizlik, kilo kaybi, gogiis kaslarinda
atrofi goriilmektedir.

Makroskobik olarak daha ¢ok, karaciger, dalak, bagirsak ve kemik iliginde diizensiz grimsi sarimsi
nodiiller goriilmektedir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Kanathlarda Tiiberkiilozun yaklagimsal histopatolojik teshisi i¢in gerekli mikroskobik bulgulari
aciklamaktr.
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7. TEST METODUNUN TANIMI

Hastaliktan siipheli kanathlardan alinan ve %10’luk nétral bufferli formalin soliisyonunda tespit
edilen i¢ organ ornekleri rutin doku isleme yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin
bloklardan almnan doku kesitleri, HE ve ZN ile boyanir; 151tk mikroskobunda degerlendirilir.
Graniilomatoz lezyonlar ile karakteristik histopatolojik bulgularin varlig1 aranir.

7.1. Materyal

Hastaliktan siipheli kanatlilardan alinan i¢ organ 6rnekleri incelenir.

7.1.1. Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi
Mikrotom

Etiv

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40'lik formalin

Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-Eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asit, konsantre
Entellan

Fenol kristal

Bazik fuksin

Siilfiirik asit

Metilen mavisi

%10’luk notral bufferli formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidré6z) 65¢g
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Doymus Lityum karbonatli su

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml
Carbol fuksin soliisyonu

Fenol kristal (¢oziilmiis) 2.5ml
Alkol, %100 5.0 ml.
Bazik fuksin 0.5 gr.
Distile su 50.0 ml.

Kullanimdan once filtre edilir.

%1 Siilfiirik asit soliisyonu
Sulfiirik asit, konsantre 1.0 ml
Distile su 100.0 ml

Metilen mavisi soliisyonu (stok)
Metilen mavisi l4g
Alkol, %96 100.0 ml

Metilen mavisi soliisyonu (¢alisma)
Metilen mavisi soliisyonu (stok) 10.0 ml

Cesme suyu 90.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1. Dokularin Tespiti:
Lezyonlu doku 6rnekleri, %10’luk nétral bufterl formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2. Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
o Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan armdirihr.

o Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
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Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
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Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
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« En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gémiilerek
sogutulur.

7.2.3. Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 pm kalinhginda kesitler alinarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”1ik etiivde kurutulur.

7.2.4. Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmasi:

Kesitler HE ile boyanarak tizerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1.
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Doku kesitleri, 6nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak {izere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir

ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80° 70°)gegirilerek her birinde ler dakika olmak tizere
dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.

Cesme suyunda yikanir.
Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlas alinir.

Gesme suyunda yikanur.
Lityum karbonatlh suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den baglayarak her birinde 2’ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.

11. Uzerlerine lamel yapigtirilir.
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Doku kesitlerinde Ziehl-Neelsen Boyama Metodu

1.
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7.3.

Doku kesitleri, distile suya kadar ksilol ve dereceli alkol serilerinden gegirilerek parafinden
armndirilir ve dehidre edilir.

Karbol fuksin soliisyonunda 30 dakika boyanur.

Cesme suyunda iyice yikanur.

Kesitler agik pembe oluncaya kadar asit alkol soliisyonunda dekolore edilir.
Cesme suyunda 8 dakika yikanir.

Kesitler, acik mavi oluncaya kadar ¢alisma metilen mavisi soliisyonunda boyanur.
Cesme suyunda yikanir ve distile suda ¢alkalanir.

Dereceli alkol serileri, absolut alkol ve ksilollerden gegirilir.

Uzerlerine lamel yapistirilir.

Sonuglar Degerlendirilmesi:

Histopatolojik bulgular, ortasinda kaze6z nekrotik alan bulunan multiple granulomlardan ibarettir.
Bu granulomlarin merkezindeki nekrozun etrafinda epitelioid histiyositler, dev hiicreleri ve diger
yangisal hiicreler bulunur. En distan fibroz kapsiil ile ¢evrilidir. Graniilomatoz lezyonlar, bagirsakta
subserozal yerlesim gosterirler.

ZN

boyast ile boyanan doku kesitlerinde; serbest ya da epitelioid hiicreler ile dev hiicrelerin

sitoplazmalarinda tek ya da kiimeler halinde kirmizi renge boyanmus aside direngli bakteriler
gozlenir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

O
O
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KANATLILARDA MAREK HASTALIGI’NIN
HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC
Kanatlilarda Marek Hastaligr'nin yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI
Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari igin gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan &zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢aligma ortaminin
iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip olmas: gereklidir. Hastalikli
materyal ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual, Biosafety
and Biosecurity in the Veterinary Microbiology Laboratory and Animal Facilities” boliimii (http://
www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/1.01.03_BIOSAFETY (bis).pdf ) esas
alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

HE: Hematoksilen-Eosin.

Marek Hastaligr: Etken, Herpetoviridae familyasindan Herpesvirustur. Karaciger, bobrek, dalak,
gonadlar, pankreas, iris, akciger, kas ve deride gelisen tiimoral, bulagici, 6ldiiriicii, lenfoproliferatif
viral bir hastaliktir. En 6nemli bulagma yolu solunum sistemidir. Kiimese giren canlilar da
(kemiriciler, kuslar, bocekler vs) viriisiin tasinmasinda rol oynarlar. ki sekilde goriiliir:

1. Akut form: Hastalik hizh geligir. Oliim fazladir. Hastaligin belirtileri aymdr. Felgler vardr.

2. Kronik form: 10-15 haftalik tavuklarda goriiliir. Periferal sinirlerin etkilenmesi ile paraliz olusur.
Lokomotor sinirlerin etkilenmesi ile koordinasyon bozuklugu, N. vagusun etkilenmesiyle kursak
genislemesi, sarkmasi ve solunum giicliigii gozlenir. Balerin durusu (bir bacagin 6ne digerinin
geriye uzatilmasi) hastalik i¢in karakteristiktir.

Makroskobik olarak i¢ organlarda, enfeksiyonun siddetine ve seyrine gore, gesitli bitytikliikte lenfoid
timorlere rastlanir. Yumurtalik, dalak, karaciger, bobrek, testis, bagirsaklar, bezli mide, kaslar, deri,
bursa Fabricius ve kalpte lokalize olmuglardir. Siyatik sinirler ve pleksus brahialis esmerlesmis ve
kalinlagmistir, gozlerde gri renk ve depigmentasyona rastlanir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Kanatlilarda Marek Hastaliginin yaklasimsal histopatolojik teshisi i¢in gerekli mikroskobik
bulgular1 agiklamaktir.
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7. TEST METODUNUN TANIMI

Hastaliktan stipheli kanathlardan alinan ve %10’luk nétral bufferl: formalin soliisyonunda tespit
edilen i¢ organ, deri, goz ve periferal sinir 6rnekleri, rutin doku isleme yontemlerine gore islenerek
hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, HE ve Methyl Green-Pyronin ile boyanir ve
151tk mikroskobunda muayene edilir. Doku kesitlerinde; i¢ organ 6rnekleri ile deri, goz ve periferal
sinir 6rneklerinde lenfoproliferatif lezyonlar ile karakteristik histopatolojik bulgularin varlig aranur.

7.1. Materyal

Hastaliktan siipheli kanatlilardan alinan i¢ organ (karaciger, dalak, bobrek, kalp, bezli mide, taslik,
akciger, gonadlar, bagirsak, pankreas, beyin, beyincik), deri, gz ve periferal sinir 6rnekleri incelenir.

7.1.1. Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi
Mikrotom

Etiv

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40’lik formalin

Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-Eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asit, konsantre
Methyl green

Pyronin Y

Asetat buffer (pH 4.1)

Kloroform

Botanol

Entellan

%10’luk Nétral Bufferli Formalin Soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz) 65¢g
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Doymus Lityum Karbonath Su

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit Alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml
Methyl Green Soliisyonu

Methyl green 10g
Asetat buffer pH 4.1 200 ml

Methyl violet kalintilarindan tamamen armincaya kadar kloroformda yikanir.

Boyama soliisyonu
Methyl Green soliisyonu 100 ml
Pyronin Y 200 mg

Soliisyon iyice karistirilir ve 4 °C de bekletilir, kullanimdan dnce filtre edilir.

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1. Dokularin Tespiti:
Doku 6rnekleri, %10°luk nétral bufterh formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2. Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
[] Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.
[0 Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilr.

[] Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden  gegirilerek
once dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden armdirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)
[] Enson parafin kaplarina gegen doku 6rnekleri, Doku Gémme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.
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7.2.3. Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 um kalmhginda kesitler almarak fazla
nemi uzaklastirmak i¢in 56°-60”lik etiivde kurutulur.

7.2.4. Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile kapatiimast:

Kesitler HE ile boyanarak {izerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu:

1.
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Doku kesitleri, 6nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak {izere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir
ve sirasiyla dereceli alkollerden (96°, 80°, 70°)gegirilerek her birinde ler dakika olmak tizere
dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanur.

Cesme suyunda yikanir.
Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinir.

Gesme suyunda yikanur.
Lityum karbonath suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70°den baglayarak her birinde 2’ser dakika olmak iizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinir.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden temizlenir ve seffaflandirilir.

11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

Methyl Green-Pyronin Boyama Metodu:

1.
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Doku kesitleri, 6nce 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak {izere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir

ve sirastyla dereceli alkollerden (96° 80°, 70°) gegirilerek her birinde 1er dakika olmak iizere
dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.

Methyl Green-Pyronin boya soliisyonunda 37 °Cde 1 saat boyanur.

1°Cdeki distile suda 2 saniye ¢alkalanir.

Kesitler kurutma kagidi ile kurutulur.

Butanolde calkalanir.

5er dakika iki kez butanolde dehidre edilir.

Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden temizlenir ve seffaflandirilir.

Uzerlerine lamel yapistirilir.
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7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Histopatolojik olarak; hastaligin klasik formunda periferal sinirlerde; Tip Ada; neoplastik yapida
lenfoblastlar, lenfositler ve makrofajlarin proliferasyonu ile bazofilik, pironinofilik, vakuollii
sitoplazmal1 ve detaylari az belirgin ya da belirgin olmayan nukleuslu “Marek hastaligi hiicreleri”
olarak adlandirilan hiicreler aranir. Tip Bde sinirlerde; internéritik 6dem, lenfositler ve plazma
hiicre infiltrasyonu ile Schwann hiicre proliferasyonu, Tip Cde ise; cogunlukla perivaskuler az
sayida lenfositlerin varlig: dikkati ceker. Ayrica Tip A ve Bde demyelinasyon bulgular1 da siklikla
goriiliir.

Hastaligin akut formunda i¢ organlardaki tiimoral lezyonlarda ise anaplazik lenfosit ve
lenfoblastlarin proliferasyonu dikkat geker.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[J OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.
int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.13_MAREK_DIS.pdf

[J Schat, K.A.,Nair, V. (2008) Marek’s Disease. In: Saif, Y.M., Fadly, A.M., Glisson, ].R., McDougald,
L.R., Nolan, L.K.,, Swayne, D.E. Diseases of Poultry, 12th ed., p. 452-514.

[] Shane, S.M. (2005) Handbook on Poultry Disease, 2nd ed., p. 69-77.

[] Bancroft, ].D., Cook, H.C. (1984) Manual of Histological Tecniques, Churchill Livingstone,
Newyork, p. 83.

[l Hofstad, M.S., Barnes, H.J., Calnek, B.W,, Reid, W.M., Yoder, H.-W. (1984) Diseases of Poultry,
8th ed., lowa State Press, Ames, Iowa, p. 325-360.

[0 Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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BALIKLARDA VIRAL NERVOUS NECROSIS (VIRAL
ENCEPHALOPATHY AND RETINOPATHY)’IN
HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Deniz baliklarinda Nodaviridae familyas: Betanodavirus genusunda yer alan viruslar tarafindan
olusturulan Viral Nervous Necrosis hastaliginin yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu teshis metodu, Patoloji Laboratuvarlari i¢in gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Doku takip islemlerinde kullanilan 6zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve solunum
ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢alisma ortaminin iyi bir
havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre iinitesine sahip olmas: gereklidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HE: Hematoksilen-Eosin.
VNN: Viral Encephalopathy ve Retinopathy

Viral Nervous Necrosis (Viral Encephalopathy ve Retinopathy): Hastalik Nodaviridae familyasi
Betanodavirus genusunda yer alan viruslar tarafindan olusturulur. Virus, aquatik ¢evreye oldukea
direnglidirler ve diisiik temperatiirlii deniz suyunda uzun siire canli kalabilirler. 25°C ve tistii
temperatiirlerde, hayatta kalig oran1 6nemli 6l¢tide

etkilenir.Hastalik ¢ikisindan sonra aquatik ¢evrenin bulagikligi uzun siire devam eder ve yabani
duyarl tiirler icin de bir enfeksiyon kaynag: olusturur. Donmus balikta da virus uzun periyotlarla
canli kalabilir ve yem olarak ¢ig balik kullanilirsa potansiyel bir risk olusturabilir. Aquatik ¢evre
disinda, virus sitopatojenitesini kolayca kaybeder ve kuru kosullarda 21°Cde 7 giinliik bir periyodu
takiben >%99 inaktivasyon gozlenmistir.

Hastalik, ozellikle striped jack, Avrupa levregi (Dicenthrarchus labrax), Serranidae familyasi
Epinephelinae alt familyasindaki bir¢ok genusa ait baliklar ile yass1 baliklar gibi deniz baliklarinda
6nemli olmakla birlikte 50den fazla balik tiirtinden bildirilmistir. Tatl su ciftliklerinden de hastalik
bildirimi olmustur. Ozellikle larval ve juvenil devreler etkilenir. Ancak pazar boyutuna ulagmus
ve ergin baliklarda da ciddi mortaliteler bildirilmistir. Enfekte ciftliklerde etkeni tespit etme
olasiligl, yumurtlama mevsimi siiresince virus damizligin gonadlarinda bulunabilmesine ragmen
juvenillerde erginlerden daha yiiksektir. Bu sebeple survey programlari, gonadal dokular, ovaryum
sivilar ve dalak kadar geng baliklar: da kapsamalidir.

Beyin, spinal kord ve retina, yaygin doku vakuolasyonuna sebep olan virusun aktif sekilde replike
oldugu hedef organlardir. Striped jack, Avrupa levregi, barfin flounder (Verasper moseri), seven-
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band grouper ve Atlantik halibut gibi baz1 tiirlerde damizlik baliklar, virus rezervuaridir ve larva
ve juvenil baliklar icin de en 6nemli enfeksiyon kaynagidirlar. Enfeksiyonu atlatan baliklar, uzun
periyotlar boyunca virusu tasir ve diger baliklara enfeksiyonu bulagstirabilirler.

Virus, bagirsak epiteli ve perifer sinir sistemi yoluyla konakgiya girer, cok kisa siirede sentral sinir
dokularina ulasarak konak¢inin dliimiine sebep olur ya da hayatta kalanlarda birkag yil kalabilir.
Olii dekompoze baliklar farkli biyolojik vektérler yoluyla gevrede virusu yayabilir. Virus, baliklarin
gelisen gonadlarinda tespit edildiginden baz: tiirlerde vertikal bulasmadan siiphelenilmistir.

Klinik bir salgin siiresince Betanodaviruslar, ciftligin bir kesiminden digerine suyla, kontamine
personel, ag, ¢cizme ve diger ekipmanla direkt olarak kolayca bulasabilir. A¢ik denizlerde akintilar,
tarkl giftlikleri ziyaret eden botlar ve go¢ eden yabani baliklarla da bulagma olusur. Ichthyophagous
kuslar potansiyel vektorler olarak kabul edilirler. Bulasik bolgelerden orijin alan yumusakgalar
da dikkate almmalidir. Virus, enfekte bir iftlige yakin toplanan Nereidae familyasina ait kum
kurtlarindan izole edilmistir.

Hastalik, bozulmus yiizme davraniglar1 gibi birgok norolojik anormalliklerle karakterizedir. Su
sicakligi 6nemli bir faktordiir ve klinik bulgularin ortaya ¢ikisini etkiler. Genel olarak yiiksek
sicakliklarda, erken hastalik ve yiiksek mortalite olusur. Striped jack’te hastalik en erken kulugkadan
¢iktiktan sonraki 2. giinde olusmasina ragmen mortaliteler en gok 10 giin i¢inde gozlenir. Avrupa
levreginde, kulugkadan ¢iktiktan sonraki 30 giine kadar mortalite goriilmez fakat pazar boyutunda
bile salginlar olugabilir. Mortalite orani yasa bagimlidir. Larval devreler etkilendiginde %100e
ulasan mortaliteler gozlenir. Halbuki juvenil ve ergin baliklarda daha diisiik kayiplar olusur.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Baliklarda Viral Nervous Necrosis hastaliginin yaklagimsal histopatolojik teshisi i¢in gerekli
mikroskobik bulgular1 agiklamaktir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Klinik hastalik stiphesi durumunda; larva veya juveniller biitiin halde, biiyiik baliklarda ise beyin,
spinal kord ve goézler %10’luk nétral bufferli formalin soliisyonunda tespit edilir. Rutin doku isleme
yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, HE ile boyanir
ve 151k mikroskobunda muayene edilir. Doku kesitlerinde; beyin, spinal kord ve retinal dokularda
intrandronal vakuolasyonun varligi aranir.

7.1. Materyal

Hastaliktan siipheli larva ve juveniller ile biiyiik baliklarda beyin, spinal kord ve géz 6rnekleri
incelenir.

7.1.1. Kullanilan Ekipman
Doku Takip Cihazi

Doku Gomme Cihaz1
Mikrotom

Etiv

Boyama seti/ Boyama Cihazi
Isik mikroskobu
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7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
%37-40’lik formalin

Dereceli alkoller (60°, 70° 80°, 96°)
Absolut alkol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)
Hazir Hematoksilen-eosin boyasi
Lityum karbonat

Hidroklorik asit, konsantre

Entellan

%10’luk notral bufferl formalin soliisyonu

%37-40 formalin 100.0 ml
Distile su 900.0 ml
Sodyum fosfat monobazik 40¢g
Sodyum fosfat dibazik (anhidroz) 65¢g
Doymus Lityum karbonatl su

Lityum karbonat 10g
Distile su 100.0 ml
Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1. Dokularin Tespiti:
Ornekler, %10’luk notral bufferl formalin soliisyonunda tespit edilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:

[] Tespit edilen dokular, trimlenerek kasetlere yerlestirilir.

[] Cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

[ Dokular, Doku Takip Cihazrnda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden
gegirilerek 6nce dehidre edilir; daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 60° (120 dakika)
Etanol 70° (120 dakika)
Etanol 80° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
Etanol 96° (120 dakika)
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Absolut etanol 100° (120 dakika)
Absolut etanol 100° (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol (120 dakika)
Ksilol - Parafin (120 dakika)
Parafin (120 dakika)

« En son parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gémiilerek
sogutulur.

7.2.3. Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan mikrotom ile 4-5 um kalmhginda kesitler aliarak fazla
nemi uzaklastirmak icin 56°-60”lik etiivde kurutulur.

7.2.4. Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmasi:
Kesitler HE ile boyanarak {izerlerine lamel kapatilir.

Hematoksilen-Eosin Boyama Metodu

1. Doku kesitleri, once 3 adet ksilol kaplarinda her birinde 5 dakika olmak iizere tutularak parafin
uzaklastirilir. 2 adet absolut alkol kaplarinda her birinde 1er dakika tutularak ksilol uzaklastirilir
ve sirastyla dereceli alkollerden (96°, 80°, 70°) gegirilerek her birinde 1er dakika olmak iizere
dehidre edilir.

Distile suda 15 dakika tutularak rehidre edilir.
Instant hematoksilen (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 4 dakika boyanir.

Cesme suyunda yikanir.
Asit alkolde dekolore edilerek boyanin fazlasi alinur.

Cesme suyunda yikanir.
Lityum karbonatlh suda 5 dakika bekletilir.
Alkolik Eosin (ticari hazir boya prospektiisiine gore) ile 1 dakika boyanur.

70den baslayarak her birinde 2%ser dakika olmak tizere 80° ve 96”lik alkollerden ve absolut
alkollerden gecirilerek eosinin fazlasi alinur.

10. Ksilol kaplarinda 2’ser dakika tutularak alkolden arindirilir ve seffaflandirilir.
11. Uzerlerine lamel yapistirilir.

Y ® N s W

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi :

Histopatolojik muayenede, HE ile boyanan beyin, spinal kord ve gozlerden hazirlanan kesitlerde,
beynin gri maddesinde 6zellikle optik tektum ve serebellumda, daha az olarak da telensefalon ve
medulla oblongatada ve retinanin nuklear tabakalarinda vakuolasyon, sinir hiicrelerinde yaklasik
5 um ¢apinda intrasitoplazmik inkluzyonlar ve néronal nekroz gozlenir.

Bu lezyonlar, larva ve juvenillerde ¢ok belirgindir. Ergin semptomatik baliklarda ¢ok nadirdir
ve saptamasi giictlir. Yangisal reaksiyon goriilmez. Makrofajlarin varligi muhtemelen sekonder
enfeksiyondan dolayidur.
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[ OIE (2012) Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals. http://www.oie.int/fileadmin/
Home/eng/Health_standards/aahm/2010/2.3.11_VER.pdf

[ Luna, L.G. (1968) Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forced Institute of
Pathology, 3rd ed., McGraw-Hill Book Company, Newyork, Toronto, London, Sydney, p. 38-
39.
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YASSI ISTIRIDYELERDE
(OSTREA EDULIS) BONAMIOSIS’ IN
HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC
Yass1 istiridyelerde (Ostrea edulis) Bonamiosis'in yaklagimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI
Cift kabuklu yumusak¢a hastaliklarinin histopatolojik muayenesini yapan Boliim/
Laboratuvarlar i¢in gecerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR
Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

[l Hastalik izleme amagli muayenelerde; yassi istiridye 6rnekleri laboratuvara canli olarak
ulastirilmalidir.

[ Istiridye kabuklarinin agilmasi sirasinda olugabilecek yaralanmalara kargi dikkatli
olunmalidir.

[ Doku takip islemlerinde kullanilan 6zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanicy, irritan

ve solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan
galigma ortaminin iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre {initesine sahip
olmas: gereklidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

HE: Hematoksilen- Eosin

Oyster: Istiridye

Ostrea edulis (O. edulis) : Avrupa yass! istiridyesi (European flat oyster).

Bonamiosis: Kuzey Yarimkiirede yassi istiridyelerin (Ostrea edulis) haplosporidian bir parazit
olan Bonamia spp. tarafindan meydana getirilen 6ldiiriicii bir hemosit hastaligidir. Avrupada
Bonamia ostreae ve Bonamia exitiosa olmak tizere iki tiir gozlenmistir. Bonamia ostreae ve
B. exitiosa ile enfeksiyon, OIE tarafindan listelenen ve Ulkemizde de ihbar1 mecburi olan
hastaliklardur.

Avrupa yassi istiridyesi Ostrea edulis, Bonamia ostreae’nin dogal konakeisidir. Parazitin
endemik oldugu bolgelere transfer edildiklerinde enfekte olabilen diger istiridye tiirleri,
Ostrea puelchana, O. angasi ve O. chilensis (=Triostrea chilensis, T. lutaria) olarak bildirilir.
Bonamia exitiosa’ya duyarli istiridye tiirleri, O. chilensis (=Triostrea chilensis, T. lutaria), O.
angasi ve O. edulis'dir. B. exitiosa, 2006 yilinda Ispanyanin Galicia sahillerinde yetistirilen
yassi istiridyelerde (Ostrea edulis) tespit edilmistir. Bildirilen maksimum parazit prevalansi,
Ekim ayinda toplanan orneklerde % 34’tir. Ornekleme tarihleri arasinda bazi prevalans
farkliliklar1 gozlenmesine ragmen, giiniimiizde Avrupada yasst istiridyelerde B. exitiosa ile
enfeksiyonun yillik seyri bilinmemektedir.

Bonamia ostreae ile enfeksiyon, yil boyunca olusabilir. Tki yagindan biiyiik istiridyeler
enfeksiyona daha duyarlidir. Enfeksiyon prevalansi ve yogunlugu yaz mevsimi siiresince artar
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ve sonbaharda pik yapar. Prepatent periyod, genellikle 3- 4 aydir fakat 5 aya kadar ¢ikabilir.
Bonamia ostreae, birlikte tutulan yassi istiridyeler arasinda direkt olarak ya da purifiye
parazitlerin inokiilasyonu ile bulastirilabilir. Letal enfeksiyonlar, genellikle maruz kalistan
sonraki 3- 6 ay iginde gelisir.

Enfekte istiridyelerin ¢ogu normal goriinmesine ragmen, hastalik bazen solungaglarda ve
mantoda sarimsi renk degisimi ve yaygin lezyonlara sebep olabilir. Lezyonlar, solungaglarin,
manto ve sindirim bezinin bagdokusunda enfekte hemosit infiltrasyonlari ile karakterizedir.
Infiltre olan hemositlerin ¢ogu, sitoplazmik vakuoller iginde parazitleri kapsar. Baslangigta
gogunlukla solungaclarda lokalize olan intrahemositik enfeksiyon giderek ilerler ve sistemik
hale gegerek istiridyenin 6limiine yol agar.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bonamiosis'in yaklasimsal histopatolojik teshisi i¢in doku kesitlerinde, hastalik etkeni olan
Bonamia spp’nin varliginin aranmasini kapsar.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Davidson soliisyonunda tespit edilen istiridye doku 6rnekleri, rutin histolojik doku isleme
yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, HE ile
boyanir ve Bonamia spp.nin varlig1 yoniinden 151k mikroskobunda muayene edilirler.

7.1. Materyal

Canli ya da taze 6lii yassi istiridyeler incelenir.

Kabuklar agilarak ¢ikarilan istiridyelerin yumusak dokularindan solungaglar ve mantoyu
kapsayacak sekilde gonadlar ve sindirim bezinden gecen dorsoventral bir kesit ya da kiigitk
istiridyelerde, kabuk uzaklastirildiktan sonra istiridyenin timi alinir.

7.1.1 Kullanilan Alet-Ekipman

Doku Takip Cihaz1

Doku Gémme Cihaz1

Mikrotom

Su banyosu

Etuv

Boyama seti / Boyama Cihazi

Isik mikroskobu ( Koehler biiyiitme teknigine uyumlu)
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7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
7.1.2.1. Dokularin Tespitinde Kullanilan Kimyasallar
Davidson soliisyonu

Deniz suyu 1200 ml
%95 Alkol 1200 ml
%37 formaldehid 300 ml
Gliserol 400 ml
Glasial asetik asit %10

Carson soliisyonu

NaH PO 2H,0 238¢g
NaOH 52¢g

Distile su 900 ml
%37 formaldehid 100 ml

%10 formalin soliisyonu
Formaldehid %37-40 10 ml
Deniz suyu (filtre edilmis) 90 ml

7.1.2.2. Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesinde
Kullanilan Kimyasallar

96° etanol ve bundan hazirlanan dereceli alkoller

Absolut etanol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)

7.1.2.3.Doku Kesitlerinin Boyanmasinda Kullanilan Kimyasallar

Hematoksilen

Eosin

Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.1.2.4.Doku Kesitlerinin Ustiine Lamel Kapatilmasinda Kullanilan Kimyasallar
Entellan

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi

7.2.1.Dokularin Tespiti:

Kabuklar1 agilarak ¢ikarilan istiridyelerin yumusak dokularindan solungaglar ve mantoyu
kapsayacak sekilde gonadlar ve sindirim bezinden gecen dorsoventral bir kesit ya da kiigiik
istiridyelerde, kabuk uzaklastirildiktan sonra istiridyenin tiimii kasetler igine alinarak
histolojik muayeneler i¢in Davidson soliisyonuna konarak tespit edilir. Tespit amaciyla filtre
edilmis deniz suyundan hazirlanmis %10 formalin soliisyonu da kullanilabilir. Alinan ilk
kesite bitigik diger bir kesit Carson soliisyonuna alinarak elektron mikroskobik muayeneler
i¢in kullanilabilir ya da kalan istiridye dokular: teyitsel teshis metotlarindan PCR-RFLP ve
insitu hibridizasyon i¢in -20° Cde ya da %70’lik etanol iginde saklanabilir.
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7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
Tespit edilen dokular ¢cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.
Dokular, Doku Takip Cihazinda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden
gegirilerek 6nce dehidre edilir ve daha sonraksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 75° (30 dakika)
Etanol 90° (30 dakika)
Etanol 95° (30 dakika)
Absolut etanol 100° (15 dakika)
Absolut etanol 100° (30 dakika)
Absolut etanol 100° (60 dakika)
Ksilol (30 dakika)
Ksilol (60 dakika)
Ksilol (60 dakika)
Parafin (45 dakika)
Parafin (45 dakika)
Parafin (45 dakika)

En son parafin kaplarina gecen doku oOrnekleri, Doku Gémme Cihazinda parafine
gomiilerek sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan, her bir istiridye i¢in 2 adet olmak {izere mikrotom
ile 2-3 pm kalinliginda kesitler alinarak fazla nemi uzaklastirmak icin 56°-60%lik etiivde
kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmasi:
Doku kesitleri, asagida belirtilen sira ve siirelerde dnce ksilol ile muamele edilerek
parafinden arindirilir, daha sonra absolut etanolden gegirilerek ksilol giderilir ve cesme
suyuna alinarak doku takip islemleri sirasinda dehidre edilen dokularin tekrar su almasi

saglanir.
Ksilol (15 dakika)
Ksilol (15 dakika)
Absolut etanol 100° (15 dakika)
Cesme suyu (5 dakika)

Doku kesitlerine HE boyama metodu uygulanir.
Hematoksilen (3 dakika 30 saniye)
Cesme suyu (5 dakika)

Asit alkol (15 saniye)
Cesme suyu (5 dakika)
Eosin (30 saniye)
Cesme suyu (5 dakika)

Boyanmis doku kesitleri, absolut alkollerden ve ksilollerden gecirilerek seffaflandirilir.

Absolut etanol 100° (1 dakika)
Absolut etanol 100° (1 dakika)
Absolut etanol 100° (1 dakika)
Ksilol (2 dakika)
Ksilol (5 dakika)
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[] Boyama siiresinin sonunda lamlar, pens ile tutularak teker teker ksilolden alinir. Kesit
lizerine pastor pipeti ile 1-2 damla yapistiric1 konur ve tizerine doku kesitini tamamen
icine alacak sekilde lamel kapatilir.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Histopatolojik muayenede; enfeksiyon solungaglar, manto, sindirim bezi/gonadlarin
bagdokusunda ve vaskuler sinuslarda bazis1 ya da ¢ogu parazitli degisen derecelerde hemosit
infiltrasyonlari ile karakterizedir. Bonamia spp., infiltre hemositler i¢inde veya ekstraseliiler
olarak gozlenir. Parazitler, 2-5 pm biiytikliikte ¢ok kiiciik hiicreler olarak goriiliir. B. exitiosa,
B. ostreae’dan daha biiyiik olup daha sentral bir nukleusa sahiptir. Pozitif bir teshis icin, parazit
hemositler icinde goriilmelidir (Resim 1).

Sonuglar, kalitatif olarak (enfekte=pozitif/enfekte olmayan=negatif) ifade edilir. Ayrica yari
kalitatif skalaya gore de ifade edilebilir.
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Resim 1. Hemosit sitoplazmalarinda (oklar) ve bagdokuda serbest parazitler,
Bonamia exitiosa, HE, X1000. (Bornova Vet. Kont. Ens. Patoloji Boliimi Arsivi)

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
OIE(2012) Infectionwith Bonamia ostreae. Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/aahm/2010/2.4.03_B_OST.
pdf
OIE (son baski) Infection with Bonamia exitiosa. Manual of Diagnostic Tests for
Aquatic Animals. http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/
aahm/2010/2.4.02_B_EXIT.pdf
NOAA (1983) Histological Techniques for Marine Bivalve Mollusks, NOAA Technical
Memorandum NMEFS-F/NEC-25, U.S. Department of Commerce, NOAA, National
Marine Fisheries Service, p.97.
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YASSI ISTIRIDYE (OSTREA EDULIS) VE
MIDYELERDE (MYTILUS GALLOPROVINCIALIS)
MARTEILIOSIS’IN HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Yasst istiridye (Ostrea edulis) ve midyelerde (Mytilus galloprovincialis) Marteiliosisin yaklasimsal
histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Cift kabuklu yumusakgea hastaliklarinin histolojik muayenesini yapan Boliim/Laboratuvarlar icin
gecerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

[] Hastalik izleme amagli muayenelerde; yassi istiridye ve midye ornekleri laboratuvara canli
olarak ulagtirilmalidir.

[0 Istiridye ve midye kabuklarmnin agilmasi sirasinda olugabilecek yaralanmalara karsi dikkatli

olunmalidir.

[] Doku takip islemlerinde kullanilan 6zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanic, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢alisma
ortaminin iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre tinitesine sahip olmas: gereklidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Oyster: Istiridye

Ostrea edulis (O. edulis): Avrupa yasst istiridyesi (European flat oyster)
Mpytilus galloprovincialis: Kara midye (Mediterranean mussel)

Marteiliosis: Yass1 istiridye ve midyelerin Paramyxea familyas: Marteilia genusundan protistan bir
parazit olan Marteilia refringens tarafindan meydana getirilen hastaligidir. Parazitin O ve M olmak

tizere 2 genetik tipi belirlenmistir.

Marteilia refringens, Ostrea tiirii istiridyeleri (O. edulis, O. chilensis, O. puelchana, O. angasi ve O.
denselamellosa) ve midyeleri (Mytilus galloprovincialis ve Mytilus edulis) enfekte eder. Marteilia

refringens ile enfeksiyon, OIE tarafindan listelenen ve Ulkemizde de ihbari mecburi olan bir
hastaliktir.

Bulagma bir arakonakgi vasitasiyla olur. Bazi zooplankton tiirleri ile copepod tiirlerinin vektor olarak
rol oynayabilecegi bildirilmistir. Enfeksiyon, laboratuvarda deneysel olarak bulastirilamamustir.
Enfeksiyon, mevsimsel degildir. 17°C su 1s1s1, parazitin sporlanmasi icin baslangic esigi olarak

kabul edilir. Bu yiizden oliimler, yaz ve sonbaharda olusur ve parazitin sporlanmast ile iligkilidir.
Morbidite 1lik mevsimler siiresince daha ytiksektir. Yiiksek tuzluluk oranina sahip sular, Marteilia
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spp.nin gelisimini sinirlar. Duyarli yas grubu; genellikle juvenil ve ergin hayat devreleridir. Istiridye
ve midyelerde, 2 yasin tistiindeki yumusakgalar daha yiiksek enfeksiyon prevalansi ve yogunluguna
sahiptirler.

Marteilia refringens, O. edulis ve diger Ostrea tiirii istiridyelerde klinik enfeksiyona sebep olur
ve oliime yol acar. Oliimler, ilk enfeksiyondan sonraki ikinci yilda olusur ve %98e varan yiiksek
prevalans beklenebilir. Bu yiizden enfeksiyon bir yildan daha uzun siirebilir ve hayat boyu
kalabilir. Bazi istiridyelerde de parazit, hastalik olusturmaksizin bulunabilir. Ostrea edulis’in yabani
populasyonlarinda ve midyelerde ise klinik hastalik ve mortalite goriilmeyebilir.

Marteilia refringens, sindirim bezini enfekte eder. Parazitin sporlanma Oncesi geng¢ devreleri
(plasmodyum), labial palpler, mide, sindirim bezi kanallar1 ve muhtemelen solungaglarin
epitellerinde bulunur. Sporlanma ise sindirim bezi tubul ve kanallarinda olugur. Serbest sporangia’lar,
sindirim kanali lumenine salinir ve digki ile ¢evreye yayilir.

Hastaligin klinik bulgulari, agir1 zayiflama, sindirim bezinin renksizlesmesi, gelisimin durmasi,
doku nekrozlar1 ve mortalitelerdir. M. refringens ile enfekte olan istiridyeler, tamamen rezorbe
olmus gonadlara sahip olup kotii kondiisyondadir. Enfeksiyon derecesi ve mortalite arasinda tutarli
bir iliski yoktur. Yiiksek enfeksiyon prevalansina sahip bolgelerdeki bazi istiridyeler, 6nemli sayida
parazit olmaksizin karakteristik hastalik bulgular1 gosterdigi halde parazit ile agir sekilde enfekte
olanlar hicbir hastalik bulgusu gostermeyebilirler.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Marteiliosis'in yaklasimsal histolojik teshisi i¢in doku kesitlerinde, hastalik etkeni olan Marteilia
spp. nin gelisim devrelerinin aranmasini kapsar.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Davidson soliisyonunda tespit edilen istiridye ve midye doku 6rnekleri, rutin histolojik doku
isleme yontemlerine gore islenerek, hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, HE boyasi
ve Marteilia refringens i¢in protozoonun daha kolay goriilmesine imkan veren {iglii boyamalar
(Millotun ya da Masson'un {iglii boyamast vs.) gibi 6zel boyalar ile boyanir ve Marteilia spp’nin
varlig1 yoniinden 151k mikroskobunda muayene edilirler.

7.1. Materyal
Canli ya da taze 6lii yassi istiridye ve midyeler.

Kabuklar1 agilarak ¢ikarilan istiridye ve midyelerin sindirim bezinden gegecek sekilde dorsoventral
bir kesit alinir.

7.1.1 Kullanilan Alet-Ekipman

Doku Takip Cihazi

Doku Gémme Cihazi

Mikrotom

Su banyosu

Ettv

Boyama seti / Boyama Cihazi

Isik mikroskobu ( Koehler biiyiitme teknigine uyumlu)
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7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
7.1.2.1. Dokularin Tespitinde Kullanilan Kimyasallar

Davidson soliisyonu

Deniz suyu 1200 ml
%95 Alkol 1200 ml
%37 formaldehid 300 ml
Gliserol 400 ml
Glasial asetik asit %10
%10 formalin soliisyonu

Formaldehid %37-40 10 ml
Deniz suyu (filtre edilmis) 90 ml

7.1.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine GOmiilmesinde
Kullanilan Kimyasallar

96" etanol ve bundan hazirlanan dereceli alkoller
Absolut etanol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)

7.1.2.3. Doku Kesitlerinin Boyanmasinda Kullanilan Kimyasallar
Hematoksilen

Eosin
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Asit alkol
Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml
Weigert’s demir hematoksileni
Soliisyon A Soliisyon B
Hematoksilen kristal 10g %30 aqueous Ferrik klorid 4.0 ml
Alkol, %95 100.0 ml Konsantre hidroklorik asid 1.0 ml
Distile su 100. 0 ml

A ve B soliisyonlari esit hacimlerde birbirine eklenir.

Ponceau-asid fuksin soliisyonu

Fuksin asid 0lg
Ponceau 02¢g
Distile su 300 ml
Asetik asid 0.6 ml
Orange G

Orange G 10g
Distile su 500 ml
Asid fosfomolibdik 5g
Light green soliisyonu

Light green 05¢g
Distile su 500 ml
Glacial Asetik asid 2ml

7.1.2.4. Doku Kesitlerinin Ustiine Lamel Kapatilmasinda Kullanilan Kimyasallar
Entellan

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:

o e——

Kabuklari agilarak ¢ikarilan istiridye ve midyelerin sindirim bezinden gececek sekilde dorsoventral
alinan bir kesit histolojik muayeneler igin Davidson soliisyonuna konarak tespit edilir. Tespit
amaciyla filtre edilmis deniz suyundan hazirlanmis %10 formalin soliisyonu da kullanilabilir. Kalan
yumusak dokular, teyitsel teshis metodlarindan PCR-RFLP ve in situ hibridizasyon i¢in -20° Cde ya

da %70’lik etanol i¢inde saklanabilir.
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7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
[] Tespit edilen dokular cesme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan armndirilir.

[] Dokular, Doku Takip Cihazinda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir ve daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 75° (30 dakika)
Etanol 90 (30 dakika)
Etanol 95 (30 dakika)
Absolut etanol 100 (15 dakika)
Absolut etanol 100 (30 dakika)
Absolut etanol 100 (60 dakika)
Ksilol (30 dakika)
Ksilol (60 dakika)
Ksilol (60 dakika)
Parafin (45 dakika)
Parafin (45 dakika)
Parafin (45 dakika)
[] Enson parafin kablarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan, her bir yumusakga i¢in 2 adet olmak iizere mikrotom ile 2-3
um kalinhiginda kesitler alinarak fazla nemi uzaklastirmak iin 56°-60”lik etiivde kurutulur.

7.3.Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Histolojik kesitlerde; Hematoksilen-eosin ile boyanan kesitlerde; Marteilia refringens’in geng devresi
olan plasmodyumlar, 5-8 um biiyiikligiinde olup mide, bagirsak ve sindirim bezi kanallarinin
epitellerinde ve bazen sindirim bezi tubullerinde goriiliir (Resim 1 ve 2). Bazen bagirsak lumeninde
de gozlenebilirler. Sadece olgun sporlarda bulunan refringent graniiller, koyu portakal-kirmizi
renktedir.

Sonuglar, kalitatif olarak (enfekte=pozitif/enfekte olmayan=negatif) ifade edilir. Ayrica yar1 kalitatif
skalaya gore de ifade edilebilir.
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Resim 1. Tubul epitelyumunda parazitin sporangia (yildiz) ve spor formlari (oklar), Marteilia
refringens, Sindirim sistemi, HE. (Bornova Vet. Kont. Ens. Patoloji Bolimii Arsivi)

e. :g.'
‘

Resim 2. Tubul epitelyumunda parazitin spor formlar1 (oklar), Marteilia refringens, Sindirim
sistemi, Masson'un ti¢lii boyamast, x1000. (Bornova Vet. Kont. Ens. Patoloji Béliimii Arsivi)

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

OIE (2012) Infection with Marteilia refringens. Manual of Diagnostic Tests for Aquatic
Animals. http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/aahm/2010/2.4.04_M_
REEpdf

NOAA (1983) Histological Techniques for Marine Bivalve Mollusks, NOAA Technical
Memorandum NMEFS-F/NEC-25, U.S. Department of Commerce, NOAA, National Marine
Fisheries Service, p.97.
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YASSI ISTIRIDYELERDE (OSTREA EDULIS)
MIKROCYTOSIS’IN HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC
Yasst istiridyelerde (Ostrea edulis) Mikrocytosis'in yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Cift kabuklu yumusakgea hastaliklarinin histolojik muayenesini yapan Boliim/Laboratuvarlar icin
gecerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

[] Hastalik izleme amag¢hh muayenelerde; yassi istiridye ornekleri laboratuvara canli olarak
ulagtirilmalidir.

[] Istiridye kabuklarinin agilmasi sirasinda olugabilecek yaralanmalara karg: dikkatli olunmalidir.

[] Doku takip islemlerinde kullanilan 6zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢alisma
ortaminin iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre tinitesine sahip olmas: gereklidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Crassostrea gigas: Pasifik istiridyesi (Pasific oyster).

Crassostrea virginica: Dogu istiridyesi (Eastern oyster).

HE: Hematoksilen- Eosin

Mikrocytos mackini: Kuzey Amerikanin bati sahillerindeki istiridyelerin taksonomisi
kesinlesmemis 6karyotik protistan bir parazitidir.

Ostrea conchaphila: Pasifik yassi istiridyesi (Pasific flat oyster).

Ostrea edulis: Avrupa yass! istiridyesi (European flat oyster).

Mikrocytosis: Basta Pasifik istiridyesi (Crassostrea gigas) olmak {izere bazi istiridye tiirlerinin
(Doguistiridyesi Crassostrea virginica, Avrupa yasst istiridyesi Ostrea edulis ve Pasifik yassi istiridyesi
Ostrea conchaphila) Mikrocytos mackini olarak adlandirilan ve mikrosel tarafindan meydana
getirilen hastaligidir. Hastalik, Denman Island hastaligi, Denman hastalig1 ve Pasifik istiridyelerinin
mikrosel hastalig1 olarak da bilinir. Deneysel kosullarda Crassostrea gigas'in hastaliga diger istiridye
tirlerinden daha direngli oldugu gorilmiistiir.

Filogenetik analiz, M. mackini'nin sekilce Bonamia grubu parazitlere ¢ok benzer olmasina ragmen
Bonamia spp.yi kapsayan Haplosporidian gruba ilgili olmadigini gostermistir. Giiniimiizde M.
mackininin Mikrocytos genusunun tek temsilcisi oldugu goriiliir.

M. mackininin konak¢i disindaki hayat siklusu bilinmemesine ragmen deneysel olarak
laboratuvarda enfekte ve saglam istiridyeleri ayni ortamda tutarak ya da purifiye parazitlerin
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intramuskuler inokiilasyonu ile hastalig1 bulastirmak miimkiindiir.

Makroskobik olarak patognomonik olmamasina ragmen genellikle labial palplerin ve mantonun
ylizeyinde ya da adduktor kasinda istiridyelerin pazar degerini diisiirebilen iilser, apse ya da yesil
renkli piistiiller goriiliir. Manto yiizeyindeki apseye yakin kabukta siklikla kahverengi bir skar kalir.
Siddetli enfeksiyonlar 2 yasin iistiindeki ergin istiridyelere siirhidir. Hastalik, genellikle Subat-
Haziran aylarinda olusur ve Nisan-Mayista en yiiksek prevalansa ulasir. Bu yiizden mortaliteler,
gogunlukla su 1sisnin 10° Cnin altinda oldugu 3-4 aylik bir periyodu takiben Nisan ve Mayis
aylarinda ortaya ¢ikar. Diisiik gel git seviyelerinde kiiltiirii yapilan ergin C. gigasta yaklasik % 30%a
varan mortaliteler gézlenmistir. Enfekte C. gigas'in yaklasik %10’unun ise iyilestigi goriiliir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Mikrocytosisin yaklasimsal histopatolojik teshisi i¢cin doku kesitlerinde, hastalik etkeni olan
Mikrocytos sp.’nin aranmasini kapsar.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Davidson soliisyonunda tespit edilen istiridye doku ornekleri, rutin histolojik doku isleme
yontemlerine gore islenerek, hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, HE ile boyanir ve
Mikrocytos sp:nin varlig1 yoniinden 151tk mikroskobunda muayene edilirler.

7.1. Materyal
Canli ya da taze dlii yasst istiridyeler incelenir.

Kabuklari agilarak cikarilan istiridyelerin labial palp, manto ve sindirim bezinden gegecek sekilde
dorsoventral bir kesit ve adduktor kasindan bir kesit alinir.

7.1.1 Kullanilan Alet-Ekipman

Doku Takip Cihazi
Doku Gomme Cihazi
Mikrotom

Su banyosu
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Etiv
Boyama seti / Boyama Cihazi

Isik mikroskobu ( Koehler biiyiitme teknigine uyumlu)

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
7.1.2.1. Dokularin Tespitinde Kullanilan Kimyasallar

Davidson soliisyonu

Deniz suyu 1200 ml
%95 Alkol 1200 ml
%37 formaldehid 300 ml
Gliserol 400 ml
Glasial asetik asit %10
%10 formalin soliisyonu

Formaldehid %37-40 10 ml
Deniz suyu (filtre edilmis) 90 ml

7.1.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesinde
Kullanilan Kimyasallar

96 etanol ve bundan hazirlanan dereceli alkoller
Absolut etanol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)

7.1.2.3. Doku Kesitlerinin Boyanmasinda Kullanilan Kimyasallar

Hematoksilen

Eosin

Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.1.2.4. Doku Kesitlerinin Ustiine Lamel Kapatilmasinda Kullanilan Kimyasallar
Entellan

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:
Kabuklari agilarak cikarilan istiridyelerin labial palp, manto ve sindirim bezinden gegecek sekilde

dorsoventral alinan bir kesit ile adduktor kasindan alman bir kesit histopatolojik muayeneler
icin Davidson soliisyonuna konarak tespit edilir. Tespit amaciyla filtre edilmis deniz suyundan
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hazirlanmis %10 formalin soliisyonu da kullamilabilir. Kalan yumusak dokular, teyitsel teshis
metodlarindan PCR-RFLP i¢in -20° Cde ya da %70’lik etanol i¢inde saklanabilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
[] Tespit edilen dokular ¢esme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

[] Dokular, Doku Takip Cihazinda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir ve daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 75° (30 dakika)
Etanol 90 (30 dakika)
Etanol 95 (30 dakika)
Absolut etanol 100 (15 dakika)
Absolut etanol 100 (30 dakika)
Absolut etanol 100 (60 dakika)
Ksilol (30 dakika)
Ksilol (60 dakika)
Ksilol (60 dakika)
Parafin (45 dakika)
Parafin (45 dakika)
Parafin (45 dakika)
[l Enson parafin kaplarina gecen doku 6rnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan, her bir istiridye icin 2 adet olmak {izere mikrotom ile 2-3
um kalinliginda kesitler alinarak fazla nemi uzaklagtirmak icin 56°-60”lik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile kapatilmasi:

[] Doku kesitleri, asagida belirtilen sira ve siirelerde 6nce ksilol ile muamele edilerek parafinden
arindirilir ve daha sonra absolut etanolden gecirilerek ksilol giderilir ve gesme suyuna alinarak
doku takip islemleri sirasinda dehidre edilen dokularin tekrar su almasi saglanir.

Ksilol (15 dakika)

Ksilol (15 dakika)

Absolut etanol (15 dakika)

Cesme suyu (5 dakika)

[] Doku kesitlerine HE boyama metodu uygulanir.
Hematoksilen (3 dakika 30 saniye)
Cesme suyu (5 dakika)

Asit alkol (15 saniye)

Cesme suyu (5 dakika)

Eosin (30 saniye)
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Cesme suyu (5 dakika)

[ Boyanmis doku kesitleri, absolut alkollerden ve ksilollerden gegirilerek seffaflandirilir.

Absolut etanol (1 dakika)
Absolut etanol (1 dakika)
Absolut etanol (1 dakika)
Ksilol (2 dakika)
Ksilol (5 dakika)

[l Boyama siiresinin sonunda lamlar, pens ile tutularak teker teker ksilolden alinir. Kesit iizerine
pastor pipeti ile 1-2 damla yapistirict konur ve iizerine doku kesitini tamamen igine alacak
sekilde lamel kapatilir.

7.3.Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Hematoksilen Eosin ile boyanan histolojik doku kesitlerinde; Mikrocytos mackini, palpler, manto
ve sindirim bezinin vezikiiler bagdoku hiicrelerinde yogun hemosit infiltrasyonu ile birlikte 2-4
um biiyiiklitkte intraseliiler yuvarlak ya da ovoid protozoanlar olarak gozlenir. Parazitler, bazen
dolasgimda hemositler i¢inde ve adduktor kasmnin kas hiicreleri ile bagdokuda da goriilebilir.
Mantoda makroskobik olarak gozlenen sari-yesil piistiillerde parazitler, dokudaki nekroz ve hemosit
infiltrasyonu sahalarinda kolayca bulunabilir. Agir enfekte istiridyelerde ve zellikle hastaliga daha
duyarl bir tiir olan Crassostrea virginica'da parazit, tiim konakg1 dokularinda goriilebilir.

Sonuglar, kalitatif olarak (enfekte=pozitif/enfekte olmayan=negatif) ifade edilir. Ayrica yarikalitatif
skalaya gore de ifade edilebilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] Diagnosis by histo-cytopathology of Mikrocytos sp.in oysters. http://wwz.ifremer.fr/crlmollusc/
content/download/15855/236768/file/Mikrocytos_2.pdf

[ NOAA (1983) Histological Techniques for Marine Bivalve Mollusks, NOAA Technical
Memorandum NMFS-F/NEC-25, U.S. Department of Commerce, NOAA, National Marine
Fisheries Service, p.97.
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CIFT KABUKLU YUMUSAKCALARDA
PERKINSOSIS’IN HISTOPATOLOJIK TESHISI

1. AMAC

Cift kabuklu yumusakgalarda (akivades ve diger klam tiirleri, Crassostrea ve Pinctada tiirii
istiridyeler, abalon tiirleri) Perkinsosis'in yaklasimsal histopatolojik teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Cift kabuklu yumusakgea hastaliklarinin histopatolojik muayenesini yapan Boliim/Laboratuvarlar
icin gecerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

[] Hastalik izleme amaglh muayenelerde; yumusak¢a ornekleri laboratuvara canli olarak
ulagtirilmalidir.

[0 Yumusak¢a kabuklarinin agilmasi sirasinda olusabilecek yaralanmalara karst dikkatli
olunmalidur.

[] Doku takip islemlerinde kullanilan 6zellikle ksilol ve alkol gibi kimyasallar yanici, irritan ve
solunum ya da sindirim yolu ile toksik olan kimyasallar grubunda yer aldigindan ¢alisma
ortaminin iyi bir havalandirma sistemine ve en iyisi bir filtre tinitesine sahip olmas: gereklidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

HE: Hematoksilen- Eosin

Ruditapes decussatus: Akivades (carpet shell clam).
Crassostrea virginica: Dogu istiridyesi (Eastern oyster).
Crassostrea gigas: Pasifik istiridyesi (Pasific oyster).

Olgun trofozoit: Parazitin, nukleusu hiicrenin bir kenarma itilmis ve sitoplazmada biiyiik bir
vakuol iceren gelisme formu.

Tomont (Zoosporangium): 8- 32 adet olgunlagsmamus trofozoit kapsayan form.

Perkinsosis: Diinyanin birgok bolgelerinde (Avrupa, Amerika, Asya ve Avustralya) birgok farkli
yumusakga tiirlerinin (klam, istiridye, abalon) Perkinsus genusundan protistan bir parazit olan
Perkinsus spp. tarafindan meydana getirilen enfeksiyonudur.

Avrupada, Perkinsus olseni dzellikle Ruditapes decussatus ve Ruditapes philippinarum basta olmak
tizere farkhi klam tiirlerini enfekte eder. Parazite duyarli konakeilar; klam tiirlerini (Anadara
trapezia, Austrovenus stutchburyi, Tapes decussatus, Tapes philippinarum, Pitar rostrata) istiridyeleri
(Crassostrea gigas, Crassostrea ariakensis, Crassostrea sikamea), inci istiridyeleri (Pinctada
margaritifera, Pinctada martensii) ve abalone (Haliotis rubra, Haliotis laevigata, Haliotis scalaris,
Haliotis cyclobates) tiirlerini kapsar. Tim yas gruplari enfeksiyona duyarlidir. Enfeksiyonun
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yogunlugu, yasla birlikte artar. Hayat boyu tastyict yumusakgalar ile persiste enfeksiyonlar olusabilir.
Bulasma, konak¢idan konakgiya direkttir. Parazitin tim hayat devreleri enfektifdir. Patojene
bir yildan daha fazla maruz kalanlarda enfeksiyon prevalans: yiiksektir. Klam konakg¢ilarda
enfeksiyonlar, cevresel kosullara bagl olarak 6ldiiriicii olabilir ve dliimler, enfeksiyondan 1- 2 yil
sonra olusabilir.

Perkinsus marinusise Kuzey Amerikanin dogu sahilleriboyunca enfeksiyona en duyarliistiridye tiirti
olan Crassostrea virginica’da Dermo hastalig1 olarak bilinen kitlesel 6liimlere yol agar. Crassostrea
gigas ve Crassostrea ariakensis de deneysel olarak enfekte edilebilir ancak hastalik gelistirmezler.
Mya arenaria ve Mya balthica gibi klamlarda ise enfeksiyon prevalansi, %10’un altindadir. Perkinsus
marinus ile enfeksiyon, Ulkemizde de ihbar1 mecburi olan ekzotik bir hastaliktir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Perkinsosis'in yaklagimsal histopatolojik teshisi i¢in doku kesitlerinde, hastalik etkeni olan Perkinsus
spp-nin varliginin aranmasini kapsar.

7. TEST METODUNUN TANIMI

Davidson soliisyonunda tespit edilen yumusak¢a doku ornekleri, rutin histolojik doku isleme
yontemlerine gore islenerek hazirlanan parafin bloklardan alinan doku kesitleri, HE ile boyanir ve
Perkinsus spp:nin varlig1 yéniinden 151k mikroskobunda muayene edilirler.

7.1. Materyal

Canli ya da taze 6lii yumugakgalarin kabuklar agilir, ¢cikarilan yumusakealarin solungaglar, manto
ve palpleri kapsayacak sekilde sindirim bezinden gecen dorsoventral bir kesit alinir.

7.1.1. Kullanilan Alet-Ekipman

Doku Takip Cihazi
Doku Gomme Cihazi
Mikrotom

Su banyosu

Etav
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Boyama Cihazi

Binokiiler 151k mikroskobu ( Histolojik muayeneler i¢in farkli normal kuru objektifler (10X, 20X,
40X) ve immersiyon yagi ile kullanilan objektif (100X) ile donaniml ve Koehler biiyiitme teknigine
uyumlu)

7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
7.1.2.1. Dokularin Tespitinde Kullanilan Kimyasallar

Davidson soliisyonu

Deniz suyu 1200 ml
%95 Alkol 1200 ml
%37 formaldehid 300 ml
Gliserol 400 ml
Glasial asetik asit %10
%10 formalin soliisyonu

Formaldehid %37-40 10 ml
Deniz suyu (filtre edilmis) 90 ml

7.1.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden Arindirilmas1 ve Parafine Gomiilmesinde
Kullanilan Kimyasallar

96 etanol ve bundan hazirlanan dereceli alkoller
Absolut etanol

Ksilol

Parafin (56-60°Cde eriyebilirlik)

7.1.2.3.Doku Kesitlerinin Boyanmasinda Kullanilan Kimyasallar

Hematoksilen

Eosin

Asit alkol

Alkol %70 1000.0 ml
Hidroklorik asit, konsantre 10.0 ml

7.1.2.4.Doku Kesitlerinin Ustiine Lamel Kapatilmasinda Kullanilan Kimyasallar
Entellan
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7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.2.1.Dokularin Tespiti:

Kabuklar1 agilarak ¢ikarilan yumusakgalarin solungaclar, manto ve palpleri kapsayacak sekilde
sindirim bezinden gecen dorsoventral alinan bir kesit histolojik muayeneler icin Davidson
soliisyonuna konarak tespit edilir. Tespit amaciyla filtre edilmis deniz suyundan hazirlanmis %10
formalin soliisyonu da kullanilabilir. Kalan yumusakea dokular ise teyitsel teshis metodlarindan
PCR-RFLP ve insitu hibridizasyon i¢in -20° Cde ya da %70’lik etanol i¢inde saklanabilir.

7.2.2.Dokularin Dehidrasyonu, Alkolden arindirilmasi ve Parafine Gomiilmesi:
Tespit edilen dokular ¢esme suyu altinda yikanarak tespit soliisyonundan arindirilir.

Dokular, Doku Takip Cihazinda dereceli alkol serilerinden ve absolut alkollerden gegirilerek
once dehidre edilir ve daha sonra ksilollerden gegirilerek alkolden arindirilirlar.

Etanol 75° (30 dakika)
Etanol 90 (30 dakika)
Etanol 95 (30 dakika)
Absolut etanol 100 (15 dakika)
Absolut etanol 100 (30 dakika)
Absolut etanol 100 (60 dakika)
Ksilol (30 dakika)
Ksilol (60 dakika)
Ksilol (60 dakika)
Parafin (45 dakika)
Parafin (45 dakika)
Parafin (45 dakika)
En son parafin kaplarma gecen doku drnekleri, Doku Gomme Cihazinda parafine gomiilerek
sogutulur.

7.2.3.Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi:

Hazirlanan parafin doku bloklarindan, her bir yumusakga i¢in 2 adet olmak tizere mikrotom ile 2-3
pm kalinliginda kesitler alinarak fazla nemi uzaklastirmak icin 56°-60”lik etiivde kurutulur.

7.2.4.Doku Kesitlerinin Boyanmasi ve Lamel ile Kapatilmast:

Doku kesitleri, agagida belirtilen sira ve siirelerde 6nce ksilol ile muamele edilerek parafinden
arindirilir, daha sonra absolut etanolden gecirilerek ksilol giderilir ve ¢egsme suyuna alinarak
doku takip islemleri sirasinda dehidre edilen dokularin tekrar su almasi saglanir.

Ksilol (15 dakika)
Ksilol (15 dakika)
Absolut etanol (15 dakika)
Cesme suyu (5 dakika)
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[ Doku kesitlerine HE boyama metodu uygulanir.

Hematoksilen (3 dakika 30 saniye)

Cesme suyu (5 dakika)

Asit alkol (15 saniye)

Cesme suyu (5 dakika)

Eosin (30 saniye)

Cesme suyu (5 dakika)
[ Boyanmis doku kesitleri, absolut alkollerden ve ksilollerden gecirilerek seffaflandirilir.

Absolut etanol (1 dakika)

Absolut etanol (1 dakika)

Absolut etanol (1 dakika)

Ksilol (2 dakika)

Ksilol (5 dakika)

[] Boyama siiresinin sonunda lamlar, pens ile tutularak teker teker ksilolden alinir. Kesit iizerine
pastor pipeti ile 1-2 damla yapistirict konur ve iizerine doku kesitini tamamen igine alacak
sekilde lamel kapatilir.

7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Histolojik muayenede; Akivades ve diger duyarli yumusakealarda tiim organlarin (solungaglar,
ayak, sindirim bezi, gonadlar ve manto) bagdokusunda yogun heterofil infiltrasyonlar: ile eslik
edilen Perkinsus olseninin gesitli gelisme sekilleri (olgunlasmamus trofozoitler, 2-40 um ¢apinda
(genelde 5-15 pm), nukleusu hiicrenin bir kenarinda eksentrik olarak yerlesmis ve sitoplazmasinda
biiyiik bir vakuole sahip olgun trofozoitler ve 2, 4, 8, 16 ya da 32 gelisen trofozoit kapsayan tomont
devreleri) gozlenir (Resim 1). Solungaglar, sindirim bezinin bagdokusu ve ayak en siklikla enfekte
olan dokulardir. Cogu enfeksiyonlarda hemosit infiltrasyonu olusur. Kapsiillenme ve fagositoz
yaygindir. Konak¢1 reaksiyonu, parazitlerin hemositler tarafindan cevrilerek sinirlanmasi
seklindedir. Hemositler, parazitleri yikima ugratabilen lizozomal enzimler salgiladigindan kismen
ya da tamamen eriyen Perkinsus hiicreleri, dokuda eosinofilik materyal olarak gozlenir. Enfekte
konakgidaki trofozoitlerin biiyiikliikleri Perkinsus marinusta 2-10pm ve Polseni/atlanticusta
16pumden daha biiyiiktiir.

Perkinsus marinus, istiridyelerde hemositler iginde gortilebilir. Hafif enfeksiyonlar sadece bagirsak
epitelyumunda olugur. Agir enfeksiyonlarda ise tiim organlarin bagdokusunda parazitin gelisme
sekilleri gortiliir.

Sonuglar, kalitatif olarak (enfekte=pozitif/enfekte olmayan=negatif) ifade edilir. Ayrica yar1 kalitatif
skalaya gore de ifade edilebilir.
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Resim 1. Bagdokuda yogun hemosit infiltrasyonu ve parazitin olgun trofozoit formlar: (oklar),
Perkinsus olseni, HE, x400.

(Bornova Vet. Kont. Ens. Patoloji Bolimii Arsivi)

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

OIE (2012) Infection with Perkinsus olseni. Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/aahm/2010/2.4.06_P_OLSENI.
pdf

NOAA (1983) Histological Techniques for Marine Bivalve Mollusks, NOAA Technical
Memorandum NMFS-F/NEC-25, U.S. Department of Commerce, NOAA, National Marine
Fisheries Service, p.97.

Perkinsus of Clams and Cockles. Fisheries and Oceans, Canada. http://www.pac.dfo-mpo.
gc.ca/sci/shelldis/pages/perkincc_e.htm:
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Histopatolojik incelemelerde Kullanilan Cihazlar
(Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dah Laboratuvari)

Doku Takip Cihazi ---- Doku Gomme Cihazi --- Mikrotom --- Su Banyosu (Ok ydniine gére
isimlendirilmistir)

Otomatik Boyama Cihazi
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Boyama Seti

Etiiv Isik Mikroskobu
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